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RESUMEN: 
 
Per a la millora de les característiques agronòmiques de la varietat tradicional 
de mongeta  Ganxet (Phaseolus vulgaris  L), s’estan introduint gens de resistència 
a antracnosis (Colletotrichum lindemuthianum) i a Virus del mosaic Comú 
(BCMV) a la línia pura recurrent L67 o Montcau, mitjançant selecció assistida 
per marcadors (MAS). S’està treballant amb varis donadors, per a diferents gens 
de resistència. S’estan realitzant retrocreuaments (back-crosses) i s’utilitzen 
marcadors moleculars RAPD i SCAR per a identificar i seleccionar les plantes 
segregants que tenen els gens. Per avançar en el procés de retrocreuament, es 
poden utilitzar marcadors moleculars lligats al fons genètic del donador, 
seleccionant en contra de aquests marcadors. Hi ha treballs precedents en què 
s‘han cercat marcadors de fons genètic per al donador Widusa (donador de los 
gens Co-6 i Co-42). L’objectiu d’aquest treball és buscar marcadors moleculars 
RAPD presents en els donadors A-493 (donador del gen Co-9) i Sanilac 
(donador dels gens Co-2 y gen I) i absents en el recurrent Montcau. Amb el total 
de 39 bandes polimòrfiques RAPDs obtingudes no  s’aconsegueix agrupar els 
tres materials d’acord al grup de domesticació (gene pool) al que pertanyen 
d’acord als orígens dels materials. Pot deures al fet de que tant A-493 com 
Sanilac són línies millorades genèticament que comparteixen gens de resistència 
(per exemple gen I) i per tant presenten fons genètic mixt d’ambdós orígens. 
S’han obtingut 12 marcadors moleculars RAPDs, derivats de 7 iniciadors, per al 
fons genètic de Sanilac i útils per a seleccionar segregants en el procés de 
retrocreuament per a la introducció dels gens Co-2 i I. S’han obtingut 13 
marcadors moleculars RAPDs, derivats de 9 iniciadors, per al fons genètic de A-
493 útils per a seleccionar segregants en el procés de retrocreuament per a la 
introducció del gen Co-9. 
 
PARAULES CLAU: mongeta, gens de resistència, marcadors moleculars, 
varietats tradicionals, selecció, retrocreuament. 
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RESUMEN: 
 
Para la mejora de las características agronómicas de la variedad tradicional de 
judía Ganxet (Phaseolus vulgaris  L), se están introduciendo genes de resistencia 
a antracnosis (Colletotrichum lindemuthianum) y Virus del mosaico Común 
(BCMV) en la línea pura recurrente L67 o Montcau, mediante selección asistida 
por marcadores (MAS). Se está trabajando con varios donadores para diferentes 
genes de resistencia. Se están realizando retrocruzamientos (back-crosses) y se 
utilizan marcadores moleculares del tipo RAPD y SCAR para identificar y 
seleccionar las plantas segregantes que tienen los genes. Para avanzar en el 
proceso de retrocruzamiento, se pueden utilizar marcadores moleculares 
ligados al fondo genético del donador, seleccionando en contra de estos 
marcadores. En trabajos precedentes se han buscado marcadores de fondo 
genético para el donador Widusa (donador de los genes Co-6 i Co-42). El 
objetivo de este trabajo es buscar marcadores moleculares RAPD presentes en 
los donantes A-493 (donador del gen Co-9)  y Sanilac (donador de los genes Co-
2 y gen I) y ausentes en el recurrente Montcau. Con el total de 39 bandas 
polimórficas RAPDs  encontrados no se consigue agrupar los tres materiales de 
acuerdo al grupo de domesticación (gene pool) al que pertenecen según sus 
orígenes. Puede deberse al hecho de que tanto A-493 como Sanilac son líneas 
mejoradas genéticamente que comparten genes de resistencia (por ejemplo gen 
I) y por tanto presentan un fondo genético mixto de ambos orígenes. Se han 
obtenido 12 marcadores moleculares RAPDs para el fondo genético de Sanilac, 
útiles para seleccionar segregantes en el proceso de retrocruzamiento para la 
introducción de los genes Co-2 e I derivados de 7 iniciadores. Se han obtenido 
13 marcadores moleculares RAPDs para el fondo genético de A-493 útiles para 
seleccionar segregantes en el proceso de retrocruzamiento para la introducción 
del gen Co-9 derivados de 9 iniciadores. 
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ABSTRACT:  
 
Resistance genes to antracnosis (Colletotrichum lindemuthianum) and to Bean 
Common Mosaic Virus (BCMV) are being introduced in the inbred line L67 
(Montcau), by means of marker assisted selection (MAS) to improve agronomic 
characteristics of Catalan bean Ganxet landrace (Phaseolus vulgaris L). Several 
back-crosses are being carried out with donors for different resistance genes 
and with the inbred line Montcau as recurrent material. RAPD and SCAR, PCR 
(Reaction in Chain Polymerase) derived markers, are used to identify and to 
select plants that have the resistance genes. To advance the back-cross  process, 
molecular markers of the genetic background of donors can be used, selecting 
against these markers. Three projects previously developed have already 
looked for and found molecular markers for the donor Widusa (donor of the 
genes Co-6 and Co-42). The aim of this work is to look for molecular new RAPD 
molecular markers present in the donors A-493 (donor of the gene Co-9) and 
Sanilac (donor of the genes Co-2 and gene I) that are absent in the recurrent 
inbred line Montcau. With the total of 39 polymorphic RAPD bands is not 
possible to group these three materials according to the gene pool they belong. 
It can be due to the fact that A-493 and Sanilac are inbred lines  genetically 
inproved witch share resistance genes (for example gene I) and probably 
present mixed backgrounds. 12 molecular markers RAPDs derived from 7 
primers have been obtained to cover the background of Sanilac, relevant for 
segregants selection during backcross process for the introduction of the genes 
Co-2 and I. 13 molecular markers RAPDs derived from 9 primers have been 
obtained to cover the background of A-493, relevant for segregants selection 
during backcross process for the introduction of gene Co-9   
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1. INTRODUCCIÓN. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1. INTRODUCCIÓN 
 
1.1 La judía del Ganxet 
 
La judía es probablemente la legumbre más apreciada en la actualidad en 
España desde un punto de vista gastronómico. La todavía existencia de 
variedades locales, tradicionales o de renombre ha provocado que se soliciten 
sistemas de valorización y protección para la comercialización de productos de 
excelente calidad. Esta dinámica ha rescatado bajo las Denominaciones 
Específicas (ley 25/1970 de 2 de diciembre) las Judías de El Barco (Orden de 5 
de enero de 1989) y la Faba Asturiana (Orden del 6 de julio de 1990). 
 
En Cataluña, persisten distintas variedades tradicionales para su consumo en 
grano, entre las que destaca la judía del Ganxet por su importancia económica.  
El grupo de mejora genética de la Escuela Superior de Agricultura de Barcelona 
(ESAB) trabaja desde hace tiempo con esta variedad. Para una de sus 
obtenciones vegetales (Bosch et al., 1998a), se ha tramitado su registro bajo la 
denominación Montcau,1 y para valorizar la variedad se ha solicitado la 
Denominación de Origen “Mongeta del Ganxet Vallès-Maresme”. En el BOE 
número 115 del lunes 15 de mayo de 2005 en la resolución 24.713 del 21 de 
marzo de 2006 se da publicidad a la solicitud de registro de la DOP “Mongeta del 
Ganxet Vallés-Maresme” (figura 1.1.1).  
 
Se desconoce  cuando llegó a Cataluña, pero la distribución actual de las zonas 
de cultivo permite suponer que llegó a través de algún emigrante que volvía de 
América, difundiéndose desde algún puerto de El Maresme (figura 
1.1.1.)(Sánchez, 2003). 
                                                 
1 Inventores (p.o. de firma): Casañas, F.  Almirall, A. Sánchez, E. Bosch, L. 
Título : Mongeta varietat Montcau. Registro Español NRVP 20014342. Registro Europeo CPVO 
20010377. 
Entidad titular: Consorci Escola Industrial de Barcelona. 
Países a los que se ha extendido: UE 
Empresa/s que la están explotando: Asociació de Producctors de Mongeta del Ganxet. 
  
Figura 1.1.1. Etiqueta de identidad de la DOP. 
 
Actualmente no se cultivan más de unas 70 ha de judía Ganxet, superficie que 
según el Censo Agrario de 1999 (Idescat, consulta: 24/04/2003), se destina en 
las comarcas citadas en la figura 1.1.2. al cultivo de judía en grano en regadío. 
Los productores combinan su cultivo con una actividad ganadera 
mayoritariamente, aprovechándose del elevado precio de venta de esta judía 
(2,5-8,5 €/kg). Se vende a granel y tanto a restaurantes como en tiendas y 
particulares (Baldi, 1997), encontrándose actualmente en el mercado en forma 
ya envasada (figura 1.1.3.).   
 
 
Figura 1.1.2. Zona de distribución actual del cultivo de la judía Ganxet. 
Destacan las comarcas de  La Selva, Vallès Oriental, Maresme i Vallès 
Occidental, principalmente. Fuente: Sánchez (2003). 
 
 
 
Figura 1.1.3. Judías del Ganxet ya cocinadas y envasadas por MAR-TRETR. 
Fuente: <http://mar-tret.com/images/ganxet.jpg> (Productos alimenticios 
MAR-TRET R, consulta: 13/07/2003). 
 
 
Los trabajos del grupo de mejora genética de la ESAB permitieron tras la 
caracterización del germoplasma que se cultiva bajo la denominación Ganxet 
(Casañas et al., 1997a, 1997b y 1997c; Bosch et al., 1998b) seleccionar los mejores 
cultivares (Casañas et al., 1998 y 1999). Fruto de este trabajo sintetizado por 
ánchez et al. (2000) y Sánchez (2003), se reconoció a la judía Ganxet como 
 8,90% de episperma. Las semillas absorben entre un 
2,73% y 48,12% de agua durante el remojo. Se han seleccionado siete líneas 
uras prototípicas del tipo varietal Ganxet con un nivel de polimorfismo 
e se encuentra dentro de clase comercial. Presentan vainas de 
4,7 a 15,7 cm de longitud con 4 a 4,6 semillas por vaina y producciones de 57,7 
chez et al., 
007). 
S
nueva clase comercial europea (Santalla et al., 2001).  
 
Se constituyó una colección de 69 entradas de germoplasma cultivado bajo la 
denominación Ganxet. Las entradas inequívocamente reconocibles como 
Ganxet presentan plantas tardías, con hábito de crecimiento indeterminado 
trepador de tipo IV, entrenudos largos, hojas y vainas verde oscuro y flores 
blancas. Presentan vainas de 13,9 a 17 cm de longitud con 3,7 a 5,8 semillas por 
vaina y producciones de 36,3 a 51,9 g/planta. Las semillas son de tamaño 
medio-grande (38,8 a 61,9 g/100 semillas), aplanadas y arriñonadas (grado de 
gancho entre 1,5 y 2,8 sobre 3) con un 23,26% a 27,63% de proteína, 1,48% a 
2,10% de grasa y 7,45% a
4
p
equivalente al qu
1
a 65,9 g/planta. Las semillas son de tamaño grande (50,3 a 52,3 g/100 semillas), 
aplanadas y arriñonadas (grado de gancho entre 2,1 y 2,9 sobre 3) con un 
27,14% a 29,32% de proteína, 21,77% a 23,41% de fibra dietética, 0,067% a 
0,082% de glucosa, 24,72% a 27,50% de almidón y 8,9% a 9,6% de episperma. La 
línea pura seleccionada L67 está a disposición de los agricultores y se encuentra 
en fase de registro bajo la denominación Montcau. El germoplasma Ganxet, 
evaluado mediante marcadores RAPD, es de acervo genético mesoamericano de 
la raza Mesoamérica con introgresiones, al menos, de la raza Durango (Sánchez, 
2003), o bien, según marcadores AFLP, de la raza Durango (Sán
2
 
En el contexto agrícola europeo actual, las variedades tradicionales bien pueden 
cupar un lugar significativo si son evaluadas y sometidas a un proceso de 
elección y mejora genética. Además, los consumidores demandan calidad, 
ariación y valor organoléptico a los productos alimentarios. Con esta finalidad, 
l equipo de mejora genética de la ESAB inició varios procesos de 
retrocruz es en el 
cultivar registrado Montcau y así asegu  respuesta agronómica. El 
seg to 
marcadores (MAS) (Paran et al., 1991), lo que permite seleccionar las plantas 
portadoras de genes de resistencia sin necesidad de inoculaciones y 
va s
 
 
1. o
 
E a s afecta a la judía (tabla 1.2.1) y es 
  las partes 
éreas de la planta y también puede afectar a la semilla. Los síntomas  son la 
lla saludable (Cano y Serrano, 2003). 
o
s
v
e
amiento para introducir genes de resistencia a enfermedad
rar una buena
uimien de estos procesos se realiza mediante selección asistida por 
loracione  fenotípicas. 
2 Antracn sis  
s una de l s enfermedades fúngicas que má
causada por  Colletotrichum lindemuthiamum. Esta enfermedad ataca a
a
aparición de manchas rojas,  en las hojas que provocan que al final se vuelvan  
negras, en casos graves, provoca necrosis foliar, defoliación  y malformación de 
la semilla. Este hongo  habita en los residuos de la cosecha  y se propaga a 
través de la lluvia, los trabajadores y las semillas  infectadas  transmiten la 
enfermedad de un año para otro. La mejor forma  de combatir  esta enfermedad 
es mediante el uso de una semi
 
 
 
 
 
 
 
Tabla 1.2.1.Principales enfermedades que afectan a la judía. 
tipo Enfermedad 
Vírica Virus del mosaico común y necrosis de la judía (BCMV i BCMNV) 
Fúngica Fusiarosia 
Fúngica Rizoctonia 
) 
aria spp) 
a (Uromyces Appendiculatus) 
seolicola) 
Fúngica Esclerotina (Sclerotina Sclerotiorum) 
Fúngica Antracnosis (Colletotrichum lindemuthianum
Fúngica Alternaria (Altern
Fúngica Mildiu (Phytophthora Phaseoli) 
Fúngica Ceniza u odio (Shaerotheca fuligiane) 
Fúngica Roy
Bacteriana Grasa de la judía (Pseudomonos syringae pv. Pha
 
La antracnosis puede llegar a producir perdidas del 100% cuando afecta a la 
s que tienen una humedad 
clima mediterráneo. En este momento, prácticamente en toda Europa, 
e cultiva judía resistente a la antracnosis, hecho que ha reducido la enfermedad 
ndaria. 
 de Young et al., 1998; Melotto et al., 1999). Estos loci  y las 
semilla, normalmente las zonas más propicias  son la
alta y temperaturas suaves, estas condiciones se dan mayoritariamente  en las 
zonas del 
s
a una importancia secu
 
En judía, se han descrito al menos 8 loci dominantes a antracnosis además de 
algunos mecanismos de resistencia recesiva (Cardenas et al., 1964). La mayor 
parte de estos loci son presentes en variedades diferenciales propuestas por la 
caracterización de las variedades patógenas del hongo  (Pastor-Corrales, 1991). 
Pero sólo algunas han estado genéticamente  caracterizadas para esta resistencia  
(ver revisión
variedades portadoras son: 
 
 
 
 
Co-1, presente en MDRK  (Michigan DR Kidney), Perry Marrow y Kaboon. 
Co-2, presente en Cornell 49-242. Gen mesoamericano. 
Co-4, presente en To y Co-4 , en SEL1308. Gen mesoamericano. 
o-5. También presente en G2338  (Kelly et al., 2003). 
) de la judía, del genero Potyvirus, se 
ncuentran  ampliamente distribuidos a escala mundial, ocasionando perdidas 
Co-3, presente en México 222. 
2
Co-5, presente en la variedad diferencial Tu y a la línea SEL1360. Gen 
mesoamericano. 
Co-6, presente en AB136 y Catrachita. Gen mesoamericano. 
Co-7, presente en la variedad diferencial G2333 que parece disponer los locis Co-
42. 
C
Co-9, presente en BAT93  (origen colombiano, mesoamericana según Johnson et 
al., 1997). 
 
1.3 Virus del mosaico 
 
El virus del mosaico  común  (BCMV
e
a escala mundial, en el rendimiento de las cosechas, hasta un 80%  (Drijfhout, 
1978), y una baja calidad del producto  (Klein y Wyatt, 1989), por los que son 
considerados  como los mas virulentos de los que infectan, naturalmente, a este 
cultivo.        
Se transmite  por áfidos de forma no persistente y rápida, sin necesidades  de 
colonización, por lo que los insecticidas no los controlan. Además, se transmiten 
por semilla, constituyendo esta última, una de las principales  fuentes de 
inoculación, y se determina  por la infección inicial del cultivo  y en su amplia 
distribución  geográfica. 
 
El porcentaje de transmisión por semilla  varia en función del genotipo 
infectado y del virus  (Takken y Joosten, 2000) que favorecen la caracterización 
de las cepas de los mismos, mediante cultivos diferenciales. 
Cuando la planta esta infectada por el virus del mosaico común de la judía  
(BCMV) en las hojas  aparece manchas en mosaico verde claro/ verde oscuro, 
acompañada  a veces, de rugosidad de color rojo. A altas temperaturas, algunas 
epas producen enanismo y necrosis de la raíz.  
día) está 
ontrolada por una serie de loci multialélicos. El gen dominante I, localizado en 
el gen I funciona bien combinado con algunos genes 
cesivos bc lo que da resistencia amplia y combinada a BCMV y BCMNV  
us dentro de la planta, 
robablemente restringiendo  el movimiento de las proteínas víricas. La 
combina
ambos  enm
inoculación
selección de
no está rec
puede prov reducido con la 
ombinación del gen I y con cualquiera de los recesivos. Se ha llegado a hacer 
mejora a protección nada más con 
algún gen recesivo no resulta completa a BCMV. Actualmente ha aparecido una 
cepa muy viru nt
resistencia combina
 
 
c
 
La resistencia genética al BCMV  (virus del mosaico común de la ju
c
el grupo de ligamiento B2 es independiente de los tres loci bc recesivos  
actualmente en fase de mapeado. Parece que son  independientes: bc-3, en B6, 
bc-12 en B3 y alelo inespecífico bc-u también en B3 pero con un ligamiento muy 
débil con el anterior  (Kelly et al.,2003) 
 
Los mejoradores saben que 
re
(virus necrótico). El motivo es que el mecanismo de resistencia  es diferente. 
Mientras que I da hipersensibilidad  (necrosis aguda ante la infección vírica), los 
genes recesivos retrasan el movimiento del vir
p
ción del  gen I y bc-3  presenta un problema ya que la interacción  entre 
ascara la presencia del gen I, si se hacen pruebas de resistencia con 
 vírica, de manera que hace falta utilizar marcadores  para hacer la 
l gen I. En zonas donde  la presencia de BCMNV es elevada, el gen I 
omendado, ya que puede provocar hipersensibilidad  grave que 
ocar la muerte de la planta. Este efecto se ve 
c
eliminando el gen I en estos casos, pero l
le a de BCMNV NL-3 K del pato grupo 6 que supera la 
da de I y bc-3 (Kelly et al., 2003). 
1.4 Amplificac  d
 
La PCR se utiliza p e ADN con la 
finalidad de detectar una secuencia o un gen de interés en el genoma del 
individuo est do
(1) o ausentes (0) e
pasan a denominar
ejemplo, RAPDs y S
 
Esta técnica permite la selección asistida mediante marcadores (MAS) en un 
proceso de retrocruzamiento (Sánchez-Monge 1974). De uso extendido y 
patentada en
 
P, dTTP) que 
son la fuente de energía y componentes del ADN a sintetizar, un 
 
II. 
 
i. Desnaturalización de la molécula de AND molde 
hélice de la 
molécula de ADN. 
de los cebadores con el ADN molde si hay 
complementariedad de bases (alargamiento). 
ión el ADN mediante PCR: marcadores moleculares. 
ara sintetizar in vitro fragmentos específicos d
udia . Estos fragmentos, si son polimórficos es decir, presentes 
n individuos, grupos genéticos, poblaciones, especies, etc. 
se marcadores moleculares derivados de PCR, como por 
CARs. 
 1985 se basa en los siguientes aspectos: 
I. Es indispensable un molde de ADN, unos cebadores o primers que 
aporten extremos 3’ libres, una enzima de ADN polimerasa 
resistente a fluctuaciones térmicas (Taq-polimerasa), 
desoxirribonucleótidos trifosfato (dADP, dCTP, dGT
cofactor de la polimerasa (Mg) y un termociclador. 
La PCR consta de tres pasos esenciales: 
incrementando la temperatura hasta los 94º C donde se 
dará la separación de la cadena de doble 
ii. Reducción de la temperatura para permitir la hibridación 
 
iii. Incremento de la temperatura hasta los 72º C para evitar la 
unión de las cadenas de modo que se pueda realizar la 
polimerización del ADN. Esta temperatura de 
polimerización no desnaturaliza la molécula de ADN y es 
óptima para la ADN polimerasa termorresistente. 
 
Estos tres pasos esenciales se repiten “n” veces, proceso conocido 
como Amplificación o reacción en cadena. 
itud (nº de pares de bases) y en composición de bases (bn). Para 
conseguir un mayor número de hibridaciones al azar. 
esnaturaliza a 94º C y se 
activa (polimeriza) a 72º C. 
 convencionales. 
 toma de medidas cuidadosas e higiénicas en el laboratorio. Esto se 
ebe a que los iniciadores o primers, por simple probabilidad, pueden hibridar 
  
III. Los iniciadores o primers tiene un radical OH(3’) libre a partir del 
cual la Taq polimerasa comienza a sintetizar, y pueden variar en 
long
 
IV. El alargamiento o extensión de la molécula iniciadora la realiza la 
Taq-polimerasa; se trata de un enzima que proviene de la bacteria 
termófila Thermus aquaticus que no se d
 
V. Las nuevas moléculas se visualizan mediante electroforesis en un 
gel de agarosa con técnicas de tinción
 
La técnica PCR, al tratarse de amplificaciones en cadena, es sensible a la 
contaminación. 
 
La contaminación de las muestras y del instrumental de trabajo provenientes de 
esporas o de ADN de otros organismos diferentes a las esporas tiene 
implicaciones importantes tanto para la aplicación de la técnica PCR en 
investigación como en el diagnóstico. Para evitar tales inconvenientes se hace 
necesaria la
d
en las cadenas de ADN o fragmentos de ADN a su disposición sin discriminar  
si se trata de una molécula o fragmento de AND del individuo a estudiar o de 
un organismo exógeno.   
 
Debido al complejo de interacciones entre los componentes de la PCR y la 
amplia variedad de aplicaciones no hay un listado único de condiciones que 
pueda ser la óptima para todas ellas. Sin embargo a continuación se citan las 
más comunes. 
 
Los oligonucleótidos utilizados como iniciadores o primers tienen una longitud 
variable de 10 a 30 pares de bases (pb). En concentración aproximada de 0.2 a 1 
µM, pero la concentración óptima se determina empíricamente, del mismo 
modo que la concentración de la muestra a analizar. 
n 
lsas incorporaciones por la polimerasa, lo que evidentemente debe evitarse a 
fecto de no desvirtuar los resultados si se pretenden secuenciar las bandas 
 de bases (bp), aunque puede tener una 
ngitud de hasta 10 Kb. 
 
 
El amortiguador estándar contiene 50mM de KCl, 10 mM de tris-HCl y 1.5 mM 
de MgCl2. La concentración de MgCl2 puede tener un efecto importante sobre la 
especificidad y los productos que se amplifican. 
 
La enzima de ADN polimerasa-Taq, se puede adquirir de diversos proveedores; 
la concentración usual esta alrededor de 2.5 unidades por 100 µl de reacción. 
 
Los desoxirribonucleótidos trifosfato se usan normalmente de 50 a 200 µM cada 
uno, pero si las concentraciones son elevadas es posible que se promueva
fa
e
obtenidas. 
 
El segmento de ADN que se amplifica a partir de los iniciadores o primers 
usualmente es de 100 a 1000 o más pares
lo
Una importante propiedad de la PCR en aplicaciones de diagnóstico, es la 
capacidad para ampliar una secuencia diana a partir de una preparación de 
ADN; es decir, ADN obtenido con un método estándar de extracción sin 
recurrir a un protocolo sofisticado de purificación; así como a partir de un 
olde de ADN degradado. Además y quizá la justificación más importante, 
e controlar este factor; minimizándose el tiempo de 
cubación se limitan las oportunidades de error en la incorporación por parte 
La tecnología RAPD ha sido la metodología derivada de PCR más utilizada 
para diversos fines (William et al, 1993). 
 
Esta técnica se basa en la utilización de pequeños iniciadores de nucleótidos de 
secuencias aleatorias, como por ejemplo, iniciadores de 10 nucleótidos (nt) de la 
compañía OPERON, que usualmente tienen un contenido en GC mayor del 
50%. 
 
m
para el análisis con PCR se requiere una cantidad extremadamente pequeña de 
ADN, normalmente del orden de nanogramos, lo que hace a la técnica bastante 
útil sobre todo en áreas de la criminología o la taxonomía de especimenes raros. 
(Valadez y Kahl, 2000). 
 
Existen diversos factores que afectan a la especificidad de la reacción de 
amplificación. Mediante el ajuste de la temperatura en las fases de alargamiento 
y de extensión se pued
in
de la enzima polimerasa. Así mismo, al reducir la concentración del iniciador y 
de la enzima se minimiza dicho error y se limita la amplificación de otras 
secuencias no deseadas. Finalmente, se mejora la especificidad mediante los 
niveles de MgCl2 en la reacción, optimizando de forma genérica las condiciones 
de reacción y el efecto directo de la polimerasa misma (Valadez y  Kahl, 2000). 
 
 
1.4.1. ADN polimórfico amplificado al azar. RAPDs. 
 
Dichos iniciadores no contienen secuencias repetidas inversas internas 
(“autocomplementarias”) y se unen a diferentes lugares de un genoma en 
función del número de blancos posibles o existentes en el genoma. Por la ley de 
la probabilidad, un iniciador de 10 nt tiene a su disposición en un genoma 
cualquiera miles de dianas. Estas posibles uniones son reconocidas por el 
enzima ADN polimerasa (Taq) que inicia el alargamiento del iniciador a partir 
de extremo 3’, dando lugar a una cadena de ADN de bases complementarias 
(Valadez y Kahl, 2000). 
 
El producto de la amplificación acumulará un número aproximado de 1x106 
copias a razón de 2n donde n es al número de ciclos de la PCR, permitiendo su 
visualización mediante electroforesis ut izando como sop te gel de agarosa y 
como tinte bromur orescente a la luz 
ltravioleta. Aunque por ley de probabilidad un iniciador de 10 nt se une en 
il or
o de etidio,  que se une al ADN y que es flu
u
miles de lugares de un genoma, la PCR sólo será exitosa si el sitio blanco para el 
iniciador está localizado en ambas cadenas del ADN molde en polaridad 
opuesta y a una distancia de 50 a 6000 pares de bases (siendo el promedio 3000 
pb) según los componentes de la PCR (Figura 1.4.1.1) 
 
 
 
Figura 1.4.1.1. Representación de una PCR. 
 La técnica RAPD’s es relativamente rápida y requiere de pequeñas cantidades 
de ADN y no necesariamente puro, es decir que se puede utilizar ADN 
btenido de una técnica de extracción común. Además no implica 
s se detectan con la presencia o ausencia de bandas, que resultan 
e inserciones o delecciones en las regiones amplificadas, o a partir de cambios 
de bases con los que se altera la unión del iniciador (Figura 1.4.1.2) 
 
Sin embargo para la reproductiv trones RAPD es absolutamente 
ecesario optimizar las concentraciones del ADN, MgCl2, dNTPS. Además 
eben mantenerse constantes durante la experimentación el ADN polimerasa 
 polimerasa o en 
l termociclador puede afectar a la reproductividad de los patrones de bandas. 
e optimización 
ara la reacción. 
alizar poblaciones provenientes de diferentes cultivares de 
lantas, especies de un género o diferentes géneros de una familia (Valadez y 
o
radioactividad ni requiere la transferencia del tipo Southerm. Pero si implica la 
utilización de agentes cancerígenos (Williams et al., 1993). 
 
Usualmente esta técnica nos provee de marcadores moleculares dominantes es 
decir, no podemos decir si un genoma es homocigoto o heterocigoto, ya que los 
polimorfismo
d
idad de los pa
n
d
termoestable y el propio termociclador. Cualquier cambio en la
e
Es por este motivo que aquellos patrones de RAPD’s que no son constantes, no 
son factibles si los autores no pueden probar las condiciones d
p
 
Una vez que todos los parámetros se conocen, los patrones RAPD’s son 
reproducibles dentro del laboratorio, y probablemente entre laboratorios. Los 
marcadores de RAPD’s proporcionan un método rápido para generar mapas 
genéticos y an
p
Kahl, 2000). 
 
 
Figura 1.4.1.2 Ejemplo de gel de electroforesis con bandas RAPDs 
polimórficas. 
 
 
1.5. Programa de mejora genética del cultivar Montcau (L67). 
 
El grupo de mejora genética de la ESAB seleccionó en 1998 la variedad tip  
Ganxet Montcau o también denominado L67 (Bosch et al 1998a). 
 
variedad tipo Judía Ganxet (Phaseolus vulgaris L.) demuestran la susceptibilidad 
de dicha variedad a las diversas enfermedades víricas y fungicidas que 
Sánchez, 2003). 
 
o
Ensayos agronómicos realizados con germoplasma y líneas puras de la 
comprometen la producción y la expansión del cultivo (Campa et al, 2003; 
El equipo de Mejora Genética de la ESAB inició en 2002 un proceso de 
introducción de genes para evitar enfermedades y para mejorar las 
características agronómicas de la variedad Ganxet, línea Montcau. 
 
La resistencia genética descrita frente al Virus del Mosaico Común (BCMV) y 
frente a la antracnosis (Colletotrichum lindemuthiamum) es raza específica, de 
modo que un determinado gen o alelo protege frente a determinadas variantes 
patogénicas. Para el BCMV se han descrito cinco loci de resistencia (Drijfhout, 
978). El gen dominante I, proporciona protección frente a las cepas no 
arcadores moleculares, tanto 
APD como SCAR, han resultado ser muy efectivos en gran variedad de 
e utilizar patógeno, siguiendo la introducción del gen 
ediante la denominada Selección Asistida Mediante Marcadores (MAS) 
aran et al., 1991).  
l germoplasma recurrente utilizado es la línea pura Montcau o L67 del tipo 
arietal Ganxet,  seleccionada en la ESAB a partir de características 
morfoagronómicas, fisicoquímicas y sensoriales (Bosch et al., 1998 a; Sánchez, 
1
necróticas del virus (BCMV). En cambio los genotipos dominantes para este 
locus pueden mostrar una respuesta de hipersensibilidad en presencia de cepas 
necróticas (BCMNV). Las combinaciones recesivas del locus inespecífico bc-u 
con los loci bc-1, bc-2 o bc-3, también proporciona protección frente a este virus. 
Combinando el gen I con el gen bc-3 o el gen bc-u, bc-12, y bc-3 puede 
conseguirse resistencia a todas las cepas conocidas del virus sin respuesta 
hipersensible letal (Kelly et al ., 2003).  
 
Por lo que respecta a la resistencia genética frente antracnosis, se han descrito al 
menos ocho loci independientes y dominantes de resistencia además de algún 
mecanismo de resistencia recesiva. El conocimiento de la variación patogénica 
local así como la elección de los genes y alelos (Co-1, Co-3 y Co-4 son loci 
multialélicos) es importante para la mejora frente a este patógeno, de modo que, 
por ejemplo, combinar genes andinos (Co-1) con mesoamericanos (Co-2, Co-42, 
Co-5 o Co-6) podría mejorar los resultados ya que aporta un abanico de 
protección mayor a razas del patógeno. Los m
R
germoplasma de judía para la introducción de genes de resistencia a 
enfermedades (Kelly et al., 2003), lo que permite abordar fases de un programa 
de mejora sin necesidad d
m
(P
 
E
v
2003). Los materiales donantes seleccionados presentan semilla blanca, 
resistencia a BCMV y resistencia a antracnosis proporcionada por diferentes 
genes: Widusa  (Ferreira et al., 2003); A-493 (Méndez de Vigo et al., 2000) y 
Sanilac (Aylesworth et al., 1983).  
 
Ha  se h  a u p
donantes y recurrente mo en  d za
as mediante tracción d ADN de hojas jóvenes por el método Doyle y 
990). La p sencia del gen Co-42 se determina mediante el marcador 
 OAS13-950, ue se encu tra a una distancia de ligamiento de 0 cM 
8 El gen Co- se determi  mediant l marcad  RAPD 
Z04-560, ligado entre 1,7 a 8,5 cM (Gonçalves et al., 2001). El gen Co-2 se 
a de hibridación de 42ºC. El gen Co-9 se 
etermina mediante el marcador SCAR SB12-350 realizándose la PCR de 
evaluados mediante 
arcadores moleculares. 
sta ahora ya a realizado la caracteriz ción molec lar de los arentales 
 así co  distintas g eraciones e retrocru mientos 
obtenid  ex e 
Doyle (1 re
RAPD  q en
(Young et al., 199 ). 6 na e e or
O
determinó mediante el marcador RAPD OQ04-1440, a 2-5,5 cM de distancia de 
ligamiento (Young y Kelly, 1996). Las amplificaciones mediante reacción en 
cadena de la polimerasa (PCR) se realizó  de acuerdo a Skroch et al. (1998) pero 
con 40 ciclos y a una temperatur
d
acuerdo a Méndez de Vigo et al. (2002). La determinación de la presencia del 
gen I se realiza mediante el SCAR SW13-690, que se encuentra ligado al gen a 
una distancia entre 1,3 y 5 cM  (Kelly y Miklas, 1998). La amplificación se realiza 
mediante PCR de acuerdo a Melotto et al. (1996).  
 
En la tabla 1.5.1. se muestra la caracterización de los parentales donantes y 
recurrente Montcau para todos los genes de resistencia 
m
 
 
 
 
 
Tabla 1.5.1. Resultados obtenidos en las amplificaciones desarrolladas para 
los diferentes marcadores moleculares descritos como ligados a genes 
específicos de resistencia en los parentales donantes y el recurrente (Ganxet). 
+/- = presencia/ausencia del fragmento.  
 
CULTIVAR 
SW13-690 
Gen I 
OAS13-950 
Gen Co-42
OZ04-560 
Gen Co-6 
SB12-350 
Gen Co-9 
OQ04-1440
Gen Co-2 
 
Sanilac +    + 
Widusa  + +   
A-493    +  
ontcau (Ganxet) - - - - - M
 
Para el cruzamie anilac x Montcau y para el gen Co-2,  marcador OQ04-nto S  el
1440 resulta excesivamente próximo a una banda, OQ04-1512 presente en 
iscriminación de ambas bandas.   
s. Es por ello que desarrollar programas de retrocruzamiento paralelos 
igura 1.5.1.) ofrece la posibilidad de obtener diversas isolíneas de la variedad 
se encuentra en un grupo de 
gamiento distinto del gen Co-6 (grupos de ligamiento B8 y B7, 
Montcau por lo que su uso práctico queda comprometido por la dificultad de 
d
 
Para la introducción de un gen en una variedad el método mas utilizado es el 
retrocruzamiento (Sánchez-Monge, 1974). Este método plantea problemas para 
manejar varios loci a la vez en cuanto al número mínimo de cruzamientos 
necesario
(f
tipo Ganxet con distintos genes a partir de los cuales se puede piramidar estos 
genes en una sola línea a través de cruzamientos sencillos. 
 
El gen Co-42 aporta un espectro de protección contra antracnosis muy amplio 
por si solo (Kelly et al., 2003) y dado que 
li
respectivamente) se está siguiendo la línea de introducción del primer gen 
prioritariamente, a partir del donante Widusa pero intentando arrastrar 
también el gen Co-6, para obtener una línea Ganxet resistente a antracnosis con 
dos genes (figura 1.5.1.). En el cruzamiento A-493 x Montcau se sigue la 
introducción del gen Co-9 (figura 1.5.1.). Debido al hecho de que la raza 9 de 
ntracnosis presente en Cataluña (Campa et al., 2003) supera la resistencia 
aportada por el gen Co-2, del cruzamiento Sanilac x Montcau (figura 1.5.1.) 
debería priorizarse la introducción del gen I, aunque sin descartar arrastrar el 
gen Co-2 si ello es posible dado que protege frente a otras razas identificadas en 
la Península Ibérica. Pero esta línea no debe priorizarse a la nueva que se inicie, 
ya que el gen I funciona bien en combinación con alguno de los genes recesivos 
bc, aportando una resistencia amplia y combinada a  BCMV y BCMNV (virus 
necrótico), debido a que los mecanismos de resistencia son distintos.  
 
 
Widusa X Montcau A-493 X Montcau   Sanilac X Montcau Donante X Montcau 
          Co-6                              Gen I                   bc-3 u  
          Co-42  Co-9                                      Co-2  otro 
Isolínea Montcau’1        Isolínea Montcau’2          Isolínea Montcau’3         Isolínea Montcau’4  
 
Figura 1.5.1. Programa para la introducción de genes de resistencia a 
ntracnosis y BCMV en el cultivar Montcau de la variedad Ganxet. Se 
observa cómo falta iniciar el cruzamiento con un nuevo donante para el gen 
bc-3 o el gen bc-12 que, junto al gen  
CMV. 
ontcau (Sánchez, 2005) por tanto, deben 
robarse otras alternativas como bc-12 o bc-u.   
ico nos permiten seleccionar segregantes en el 
roceso de retrocruzamiento para la introducción de genes de resistencia a 
diversas enfermedades y virus, manteniendo en fondo genético del cultivar 
a
                                       
          
a
I aporte resistencia no hipersensible a
B
 
Debe por tanto plantearse la necesidad de iniciar una nueva línea de 
cruzamientos con donantes de alguno de los genes recesivos (bc-3, bc-12 o bc-u). 
La combinación del gen I y  bc-3 ha sido muy utilizada pero ningún marcador 
para bc-3 ha resultado útil para M
p
 
Los marcadores de fondo genét
p
recurrente prácticamente intacto (~ 100 % Montcau). El proceso de 
e ilustra en la figura 1.5.2. retrocruzamiento s
 
 
 
 
 
 
 
 
En alizado riores s encon ron m o 
genético para Widusa como ilustran las tablas 1.5.2. y 1.5.3. De los cuales son 
út s que a en e onad  y no l 
rec  reliev
 
 
 
 
 
Figura 1.5.2. Conversión, por retrocruzamiento, de una variedad autógama en 
otra muy semejante, pero incorporando un alelo dominante A. (Fuente: Sánchez
nge, 197  
-
Mo 4)
 trabajos re s en años ante e tra arcadores de fond
iles aquello presenten band l d or  la presenten en e
urrente,  (en e en la tabla). 
Tabla 1.5.2. Marcadores de fondo genético obtenidos en trabajos precedentes  
(Rodríg z, 2003; Cano Serran  2003
Wi sa L  
ue  y o, ). 
Marcador 
Secuencia iniciador 
5’------------------3’ 
du 67 Fuente 
ROAS13-950 CACGGACCGA 1 0 (Cano y Serrano, 2003) 
ROAS13-650 “ 1 1 (Cano y Serrano, 2003) 
ROB03-1540 CATCCCCCTG 1 0 (Cano y Serrano, 2003) 
“ 
(Cano y Serrano
ROB03-1730 “ 0 1 
ROC08-1450 TGGACCGGTG 0 1 , 2003) 
ROC08-1600 “ 1 0 “ 
“ ROC08-1012 “ 0 1 
ROE12-798 TTATCGCCCC 1 0 (Cano y Serrano, 2003) 
ROG05-398 CTGAGACGGA 1 0 (Cano y Serrano, 2003) 
ROH20-923 GGGAGACATC 1 0 (Rodríguez, 2003) 
714 bp según Rodríguez   
 ROL04-712 GACTGCACAC 0 1 (2003) y 712 bp según Cano y
Serrano  (2003) 
ROL04-1024 “ 0 1 (Rodríguez, 2003) 
ROL04-563 “ 1 0 (Ro
348 GGGACG TGG 0 1 (Cano y  
dríguez, 2003) 
ROM12-1 T   Serrano, 2003)
ROM12-934 “ 1 0 “ 
ROM12-538 “ 1 0 “ 
ROO15-1611 TG GT CTTGC C  1 0 (Cano y Serrano, 2003) 
ROO16-700 TC CG TTCGG G  1 0 (Cano y Serra o, 2003) n
ROP09-714 GTGGTCCGCA 1 0 (Cano y Serra o, 2003) n
ROQ04-914 AGTGCG TGAC  1 0 (Rodríguez, 2003) 
ROQ09-1216 GGCTAACCGA 1 0 (C
52 CC TA AC 0 1 (
38 “ 0 1 (Cano y Serra , 2003) 
76 “ 0 1 (Cano y Serra , 2003) 
ano y Serrano, 2003) 
Cano y Serrano, 2003) ROR04-12 CG GC   
ROR04-10  no
ROR04-8  no
ROU19-1661 GT GT GGCA GC  1 0 (Cano y Serra o, 2003) 
496 AG CC TG 0 1 (Cano y Serrano, 2003) 
n
ROW06-1 GC GA   
ROW06-3097 “ 1 0 (Rodríguez, 2003) 
ROW06-1173 “ 1 0 (Rodríguez, 2003) 
ROW06-813 “ 1 0 (Rodríguez, 2003) 
2669 “ 0 1 (CROW06-  ano y Serrano, 2003) 
ROW06-1948 “ 1 0 (Cano y 3) 
598 “ 0 1 (Cano y Serra , 2003) 
128 “ 0 1 (Cano y Serra , 2003) 
Serrano, 200
ROW06-1  no
ROW06-1  no
ROW06-982 “ 1 0 (Cano y 3) 
828 “ 0 1 (
051 “ 0 1 (Cano y ) 
Serrano, 200
ROW06- Cano y Serrano, 2003) 
ROW06-1   Serrano, 2003
ROW09-2185 GTGACCGAGT 1 0 (Cano  y Serrano, 2003)
ROX01-1578 CT GC GGG AC A 1 0 (Can
149 “ 0 1 (C
341 AG TG CT 0 1 (Cano y ) 
o y Serrano, 2003) 
ROX01-1 ano y Serrano, 2003) 
 Serrano, 2003ROZ04-1 GC TG   
ROZ04-1200 “ 1 0 
1188 bp según Rodríguez   
(2003) y 12 ano 05 bp según C
y Serrano  (2003) 
ROZ04-561 “ 1 0 
562 bp según Rodríguez   
(2003) y 56 no 0 bp según Ca
y Serrano  (2003) 
 
 
 
T .3.. cop laci n de los sul dos e 
fondo genético (Sánchez, A., 2005) 
L  Observaciones 
abla 1.5 Re i ó  re ta  de los geles de caracterización d
 
Marcador W 14 20 22 23 25 26 28 67
AS13-950 1 1 1 1 1 1 1 1 0  
AS13-650 1        0 L67 tiene1 
B03-1540 1 0 0 0 0 0 0 0 0  
B03-1730 0 0 1 1 1 1 1 0 1  
C08-1450 0        1 Zona densa de bandas. Poco visible. 
C08-1600 1 0 0 0 0 0 0 0 0  
C08-1012 0 1 1 1 1 1 1 1 1  
E12-798 1        0 L67 tiene1 
G05-398 1        0 L67 tiene 1 
H20-923 1 0 0 0 0 0 0 0 0 
Se visualiza mal porque 
hay bandas comunes cerca. 
No recomendable. 
L04-712 0 1 1 1 1 1 1 1 1  
L04-1024 0 1 1 1 1 1 1 1 1  
L04-563 1 0 0 0 0 0 0 0 0  
M12-1348 0 1 1 0 1 1 1 0 1  
M12-934 0 1 1 0 1 1 0 0 1  
M12-538 1 0 0 0 0 0 0 0 0  
015-1611 1 0 0 0 0 0 0 0 0 Se visualiza mal, demasiado arriba 
0-16-700 1 0 0 0 0 0 0 0 0  
P09-714 1 0 0 0 0 0 0 0 0 Es banda débil pero clara 
Q04-914 1        0 L67 tiene 1 
Q09-1216 1 0 0 0 0 0 0 0 0  
R04-1252 1 1 0 1 0 1 1 0 0  
R04-1038 0 0 1 0 1 1 1 1 1  
R04-876 0        1 L67 tiene 1 
U19-1661 1        0 L67 tiene 1. Zona densa de bandas. Poco visible. 
W06-1496 0        1 No coincide 
W06-3097 1        0 No amplificada 
W06-1173 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1171bp en este TFC 
W06-813 1        0 No coincide 
W06-2669 0 1 1 1 1 1 1 1 1 Nueva banda encontrada en este TFC 
W06-1948 1 0 0 0 0 0 0 0 0 Nueva banda encontrada en este TFC 
W06-1598 0 1 1 1 1 1 1 1 1 Nueva banda encontrada en este TFC 
W06-1128 0 1 1 1 1 1 1 1 1 Nueva banda encontrada en este TFC 
W06-982 1 0 0 0 0 0 0 0 0 Nueva banda encontrada en este TFC 
W06-828 0 1 1 1 1 1 1 1 1 Nueva banda encontrada en este TFC 
W06-1051 0 1 1 1 1 1 1 1 1 Nueva banda encontrada en este TFC 
W09-2185 1        0 L67 tiene 1 
X01-1578 1        0 L67 tiene1 
X01-1149 0 1 1 1 1 1 1 1 1  
Z04-1341 0 1 1 1 1 1 1 1 1  
Z04-1200 1 1 1 1 1 1 1 0 0  
Z04-561 1 1 1 1 1 1 1 1 0  
 
Con la racionalización de los cruzamientos y priorizando en los objetivos, se 
lantea un programa con cuatro líneas de cruzamiento paralelo. Obteniendo 
os generaciones al año, mediante selección asistida por marcadores 
oleculares para todos los genes implicados y la verificación de la resistencia 
n las líneas obtenidas, sería posible poner a disposición de los agricultores, a 
orto plazo, cultivares resistentes y agronómicamente mejorados para a su vez 
ejorar los rendimientos. 
p
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2. OBJETIVOS. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2. OBJETIVOS. 
l objetivo principal del trabajo es el de contribuir a la introducción de genes de 
sistencia hacia las numerosas enfermedades a las que está expuesta 
ntracnosis, virus del mosaico común) la judía del Ganxet  (Phaseolus vulgaris 
.) mediante la selección asistida de marcadores moleculares RAPD y SCAR. 
as enfermedades producidas por los hongos  y por los virus son la principal 
ente  de disminución de rendimientos  en este tipo de cultivo. 
os objetivos específicos son buscar marcadores moleculares RAPD: 
• Presentes en el donante A-493 del gen de resistencia a 
antracnosis (Co-9), y ausentes en el recurrente Montcau y  
• Presentes en el donante Sanilac de los genes de resistencia 
2) y ausentes en el 
recurrente Montcau. 
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3. MATERIAL Y MÉTODOS. 
getal. 
as características agronómicas de la variedad tradicional de la 
haseolus vulgaris L.) se están introduciendo genes de resistencia a 
Virus del Mosaico de la Judía en la línea pura L-67, regis
 
3.1 Material ve
 
Para mejorar l
Judía Ganxet (P
Antracnosis y trada 
omo Montcau mediante retrocruzamiento (figura 1.3.1.). 
 
Para el donant
marcadores mo
2003). El presen
vegetal, pues, f
 
 
 
i. Recu
c
e Widusa, en la ESAB ya se realizaron dos trabajos en busca de 
leculares de fondo genético (Cano y Serrano, 2003; Rodríguez, 
te trabajo se centra en los donantes A-493 y Sanilac. El material 
ue: 
rrente – L67 (L) Línea pura de la variedad tradicional de judía 
ana Ganxet (Phaseolus vulgaris L.) registrada con la denominación 
tcau (L67 en el banco de semillas de la ESAB) (Bosch et al., 1998 a; 
hez, 2003). 
 
catal
Mon
Sánc
ii. Donadores:  
a. A-493 (A) (gen Co-9).
 
 Cedida por J.J.Ferreira  (SERIDA). Andina. 
Ciclo 50 días. Genes I  (BCMV) y Co-9  (probablemente alélico de 
Co-3 según Rodríguez et al., 2002). Crecimiento determinado del 
tipo II. Procede del CIAT  (Cali, Colombia)   (Méndez de Vigo et 
al., 2000) y es el resultado del cruce Alubia x BAT93, siendo 
Alubia un material altamente susceptible a la antracnosis 
(Méndez de Vigo et a., 2000), de semilla blanca, tipo de 
crecimiento I, procedente de selección individual de una 
población local de grupo génico andino (Galvan et al., 2001). El 
según Alzate-Marin et al.  (2003) 
tendría el alelo Co-9 mientras BAT93 tendría el alelo Co-92. 
gen Co-9 se encuentra en el grupo de ligamiento 4 B  (Geffroy et 
al., 1999). Estudios de segregación indican que este gen Co-9 es el 
que se encuentra también en el cultivar diferencial PI207262, que 
según S. Singh  (comunicación personal) era efectivamente un 
parental de BAT93 aunque 
 
b. Sanilac (S) (Gen Co-2). Cedida por J. J. Ferreira (SERIDA). 
Mesoamericana. Ciclo de 50 días. Genes I (BCMV) y Co-2 
(antracnosis) (Aylesworth et el., 1983). Crecimiento fin fin 
(determinado). Es un cultivar de la clase comercial Navy (otros 
cultivares son Michigan, Canela, etc., según Galvan et al., 2001), 
mesoamericana de la raza Mesoamérica (Miklas et al., 1993). 
Semilla blanca, redonda y pequeña. Posiblemente es la línea S22 
derivada de Sanilac (Méndez de Vigo et al., 2000). El gen Co-2 
procede de Cornell (Cornell 49-242) (Ferreira et al., 2000). El gen 
Co-2 no da resistencia a las razas de antracnosis detectadas en 
Cataluña (raza 9 y puede que 38). Según Drijfhout (1978) y 
Drijfhout et al., (1978) Sanilac tiene los genes bc-u y bc-2 de 
resistencia a BCMV. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.2 Extracción de ADN. 
 
Parte del objeto de este TFC se realizó con material genético nuevo, para 
renovar y ampliar el ya existente en el departamento de mejora genética de la 
ESAB. Así pues las primeros análisis se realizaron con ADN extraído con 
anterioridad por otros TFC’s, pero luego se extrajo ADN de las generaciones 
segragantes de retrocruza y los parentales.. 
 
Se obtuvo una cantidad  suficiente de material vegetal mediante unas pinzas 
m  
contaminar con las ADNasas de la piel. Se
un Eppendorf, previamente identificado cons dolo en 0ºC). Una 
vez  pesados alrededor de unos 60 mg de material vegetal en una balanza 
granataria se volvieron a poner en un Eppendorf y fueron sumergidos en un 
recipiente con nitrógeno liquido  (-195 ºC para evitar degradación del tejido). 
Para la extracción del ADN se utilizaron micropistilos colocando el material 
vegetal urándo  continuac e añadió n 
de extracci
raz 10 ml de tampón. Se acabó de triturar, consiguiendo 
que  
(24
30 l 
isoamílico  (24/1), con agitación p
durante 5 min en la centrífuga 5417R/Eppendorf. Se sustrajo el líquido 
sobrenadante evitando el contacto con la fase inferior. Se añadió a otro 
 debidamente identificado y se puso etanol absoluto hasta llenar el 
ngancharlo de las paredes (es importante que se limpie 
etálicas evitando en todo momento el contacto directo con las hojas para no
guidamente  se colocó el material en 
erván hielo (≈
 congelado y  trit lo. A ión, s 700 µl de tampó
ón (tabla 3.2.1) al que se le añadió previamente β-mercaptoetanol a 
ón de 20 µl por cada 
 estuviera bien disuelto y se puso 100 µl  de cloroformo/alcohol isoamílico 
/1) para más tarde incubar en el Termomixer Comfort/Eppendorf durante 
min a 65 ºC. Se rellenó el Eppendorf  con 500 µl de cloroformo/alcoho
ara seguidamente centrifugar a 11000 rpm 
Eppendorf
nuevo Eppendorf, para conseguir así la formación de mucus de ADN 
agitándolo suavemente. Seguidamente se puso en la cámara de –20 ºC durante  
todo un día. Al día siguiente se centrifugó durante 10 min  a 13000 rpm y se 
decantó el sobrenadante del mucus ADN o pelet que estaba en el fondo del 
Eppendorf. Después se añadió 500  µl de etanol al 70% frío a fin de limpiar el 
pelet y conseguir dese
externamente) se volvió a centrifugar a 13000 r.p.m. durante 5 min. con el 
m e 
dejando el Eppendorf con el pelet mediante una pipeta automática y se dejó 
e, se dejaron las muestras a –20 ºC para su 
 
ismo etanol que contenía el tubo. Seguidamente, se eliminó el sobrenadant
evaporar el resto de etanol hasta que quedó translúcido el pelet  (así se puede 
afirmar que está seco del todo). Después se resuspendió el pelet mediante unos 
100µl de TE 0.5X. Finalment
conservación. 
 
Tabla 3.2.1. Tampón de extracción de ADN.  Se ajusta el pH a 8 mediante sosa. 
Concentración 
stock 
Concentración 
Final 
Falcon 
(50 ml) 
CTAB(1) 99% 2% 1 g 
EDTA(2) 0.5 M. 20 mM. 2 ml 
Tris HCl pH=8(3) 1 M. 100 mM. 5 ml 
NaCl(4) 5 M. 1,42 M. 14 ml 
H2O destilada   28,75 ml 
2- ercaptoetanol(5) 98% 0.2% 0.1 ml m
(1) CTAB: bro 99%) 
(2) EDTA: iamina a ta 5 
-amin etano. Para stock sólido, se necesitan 0 5 g (Tris-
on ph 8, 1 litro S A T3038) 
lido, se necesit 05 g (Sodium cholride 5 M. SIGMA S5  1 litro) 
toethanol 100 ml  (2-merc ethanol 100 ml SIGMA M3148) 
 
 
Los RAPD’s (“Random Amplified Polymorphic ADN”) se obtienen mediante 
una r cc
Reaction” . 
Los RAPD’s son amplificaciones del ADN de manera aleatoria y en aquellas 
zona el 
1993). 
muro de hexadecil-trimetil-amonio (CTAB 250 g SIGMA H6269 
ácido etilén d tetracético, Par  stock sólido, se necesi n 0,32 g (EDTA 0,
M. 100 ml SIGMA E7889) 
 Tris HCl: tris-(hidroximetilo)(3)
HCl 1 M. Stock soluti
om ,60
IGM
(4) NaCl: Para  stock só an 4, 150
(5) 2-Mercap apto
3.3 Búsqueda de marcadores PCR-RAPD’S. 
 
ea ión PCR (Reacción en cadena de la Polimerasa “Polymerase Chain 
) en la cual se utiliza un único primer o iniciador de 10 nucleótidos
s d genoma que el primer hibrida (figura 3.3.1)  ( Williams et al, 
 
Figura 3.3.1. Representación de la obtención de un marcador PCR-RAPD. 
 
Tod os
tenían la g
demás, est
Se utilizó el Termociclador Mastercycler personal / Eppendorf programado 
egún el programa llamado BEADS, que es una adaptación del utilizado por el 
rupo de Skroch et al., 1998 al CIAT (Centro Internacional de Agricultura 
Trop , C
y la temp
atendiend
temperatu hibridación ha dado buenos 
sultados en otros laboratorios que trabajan con judía (Beebe et al., 1995; Skroch 
 Nienhuis, 1995; Skroch et al., 1998).  
Tabla 3.3.1. Programación del Temociclador utilizado. 
os l  materiales de plástico utilizados (Eppendorfs y puntas de pipeta)  
arantía “PCR” que implica que están libres de ADN y de DNAasas, a 
aban autoclavados. 
s
g
ical olombia) en que se amplia en número de ciclo de amplificación a 40 
eratura de hibridación de los oligonucleótidos a 42ºC. (Tabla 3.3.1) 
o a la optimización mediante termicicladores con gradiente de 
ra. Este incremento de la temperatura de 
re
y
 
Etapa Nº de ciclos Temperatura ( ºC) Tiempo(min.) 
Desnaturalización inicial 1 95 5 
Desnaturalización 40 95 1 
Hibridación 40 42 1 
Extensión 40 72 2 
Extensión final 1 72 5 
Enfriamiento 1 4 Indefinido 
Antes de iniciar la preparación de los tubos para realizar la PCR es necesario 
observar algunas indicaciones generales: 
 
i. Es necesario limpiar la zona de trabajo con  etanol al 98 % , tanto la 
mente. 
 para 
acceder a otras partes del laboratorio, como por ejemplo la nevera, 
. on los 
guantes el interior de la misma. Se ha de sostener por el cuerpo o en 
 
 
poyata de laboratorio como el instrumental que se encuentra en ella. 
 
ii. Tanto los Eppendorfs de los que se pipetean los diferentes 
componentes de la PCR, como aquellos que se van llenando, no se 
pueden dejar abiertos, con lo cual lo correcto es ir cerrándolos 
sistemática
 
iii. Cuando se empiece a preparar todo se ha de trabajar siempre con 
guantes. Es conveniente utilizar dos pares de guantes. Con los dos 
primeros se prepara todo el material necesario. Una vez que todo el 
material esté a punto, se extraen el primer par de guantes
etc. Con el efecto de evitar la contaminación de ADN y ADNasas que 
pudieran tener estos objetos. 
 
iv. Cuando se empieza a trabajar es necesario evitar hablar o cruzar los 
brazos por delante de la zona de trabajo. No puede haber ventanas 
abiertas, para evitar que corrientes de aire depositen esporas en el 
lugar de trabajo. 
 
 
v  No se ha de sostener un Eppendorf por la tapa, tocando c
todo caso por la tapa sosteniéndola lateralmente. Es necesario ser 
muy cuidadoso con esta recomendación. 
El pro
 
Se pre
Siendo
de sop
 
Los tubos de PCR de 0,2 ml de los BEAD’s que fueron necesarios se colocaron 
en una rejilla, cerrados, sobre el soporte frío y numerados, sin olvidar los tubos 
e sacaron del congelador todos los ingredientes necesarios para realizar la PCR 
y se e
on las muestras de ADN pero en este caso se depositaron en  un soporte frío. 
Para finalizar la preparación del lugar de trabajo se sacó la cinta de los 
recipie
tapa ex
 
Una v
cada 
utiliza
cantidad de cada componente siguiendo las instrucciones  del fabricante. 
 
Como ya se ha comentado en apartados anteriores, la importancia del Mg es 
vital en la realización de la PCR.  La concentración de MgCl2 que la bibliografía 
recomienda a la que ha de estar la reacción es de 2 mM. Los kits contenían una 
concentra n total de 25 µl, con lo que fue 
necesario l  mM (MgCl2 en stock en el 
laboratori endorf para conseguir una 
concentra n
 
 
cedimiento que se siguió fue el siguiente: 
paró todo lo necesario tomando las precauciones antes comentadas. 
 necesario tener preparadas escamas de hielo en poliexpan u otro sistema 
orte frío. 
que correspondían al control.  
 
S
 d jaron descongelar a temperatura ambiente.  A su vez se hizo lo mismo 
c
ntes de las puntas de pipeta autoclavados para evitar que fuera  tocada la 
cesivamente. 
ez preparados, se pipetearon  en cada Eppendorf el volumen necesario de 
componente, siguiendo las instrucciones del fabricante.  Como se 
ron kits ready to go fue necesario realizar cálculos para determinar la 
ció  de 1,5 mM de MgCl2 en un volumen 
ca cular que cantidad de MgCl2 25
o) se había de añadir a los Epp
ció  final de 2 mM. 
• Cálculo del volumen de MgCl2 25 mM en stock que se añadieron: 
e 0,5 µl (12,5 µg x 25 mM = 0,5 µl).  
er (15 µg x 5 mM = 3 µl). 
 
 
 
Según las indicaciones del fabricante de los Kits, en un volumen total de 
25 µl la solución final tendría una concentración de 1,5 mM de MgCl2. 
Haciendo un cálculo sencillo se averiguó que la solución final en este 
caso contenía  37,5 µg de MgCl2 (25 µl x (1,5 mM) = 37,5 µg). Si se 
pretendía conseguir 2 µg por µl, era necesario que en la reacción 
hubieran 50 µg (2 mM x 25 µl = 50 µg), para conseguirlo se añadieron  
12,5 µg (50 µg -37,5 µg = 12,5 µg)  de MgCl2 a partir de una solución stock 
de 25 mM. Así, finalmente, para calcular el volumen a adicionar se 
calculó el volumen que se había de  pipetear de esta solución, siendo el 
resultado final d
  
 
Una vez que se realizó el cálculo de MgCl2 a adicionar, se calculó el volumen de 
agua miliQ necesaria para tener una solución  con un volumen final de 25 µl. 
 
• Cálculo del volumen de agua miliQ: 
 
Antes fue necesario calcular el volumen de iniciador que se adicionó a 
los Eppendorf considerando que el volumen final de la reacción fue de 25  
µl  por recomendación del fabricante. 
 
Los iniciadores en Stock tenían una concentración de 5 µM o de 20 ng por 
µl. La concentración final debía de ser de  0,6 µM o de 1,6 ng por µl. Así 
la cantidad de primer en la reacción que se calculo fue de 15 µg (0,6 µM x 
25 µl = 15 µg). 
Si se partía de un stock de concentración 5 µM, se necesitaron 3 µl de 
prim
? Volumen total de la solución = 25 µl. 
en “m” del iniciador = 3 µl. ? Volum
? Volumen “n” de la muestra = 1 µl. 
men “  
? Volumen agua miliQ autoclavada = Vtotal – (Vm + Vn + Vp); 
VmiliQ = 25 µl – (3 + 1 + 0,5) µl = 20,5 µl.
? Volu p” de MgCl2 25 mM = 0,5 µl. 
 
Finalmente los componentes que se utilizaron el la PCR fueron los que se 
muestran en la tabla 3.3.2. Una vez se determinaron las cantidades de los 
iguiendo el orden de 
ación. Es importante no pipetear de cada 
N era imprescindible cambiar las 
untas para cada adición. Advertir que el control necesita los mismos 
omponentes que las muestras a excepción de las muestras de ADN, de este 
 del control era de 24 µl, mientras que el de las diferentes 
volvieron al congelador 
para no comprometer su estabilidad. A continuación se puso en marcha el 
termociclador y asegurándose de que todos los tubos estaban bien cerrados se 
colocaron desde la zona central hasta la zona periférica. Se seleccionó el 
programa que las indicaciones del fabricante indican, que en este caso se 
denominó BEAD y se puso marcha.  El termociclador estaba programado para 
terminar al cabo de 40 ciclos, manteniendo las muestras a 4 ºC. Esto permitía un 
margen de maniobra en el laboratorio, debido a que el estado de amplificación 
puede estas unas pocas horas a esta temperatura y dentro del termociclador sin 
alterarse. No obstante no era recomendable prolongar éste tiempo. Una vez la 
PCR finalizó los tubos se almacenaron a -20 ºC hasta el momento de hacer la 
electroforesis.  En los procesos que comprendían acceder a una zona del 
laboratorio que no fuera el lugar específico de trabajo, como por ejemplo el 
 
 
componentes de la PCR, se adicionaron en los Eppendorf s
la tabla 3.3.2. y  atendiendo a la numer
tubo hasta que este totalmente descongelado y homogeneizado. En la adición 
de los iniciadores y de las muestras de AD
p
c
modo el volumen final
muestras era de 25 µl. 
Una vez se dispensaron todos los componentes se de
congelador donde se nentes, se utilizaron 
un uantes dif iendo muy importante el uso de estos en los 
diferentes pasos de la PCR. Todo éste procedimiento se llevó a cabo un total de 
38 pri
 
Tabla 3.3.2. Componentes de la reacción de amplificación PCR a partir del Kit 
TM TM  BEADS
C onente n Stock 
Concentrac
final en la re
n 
en 
encontraban las muestras y los compo
par de g erentes, s
mers. 
Puretaq  Ready to go  PCR . 
omp Concentració
ión 
Volumen e
acción 
la reacción 
µl 
BEADS - (1)  - - 
H2O m utoclav - 
MgCl2  2 mM 
Prime  5 µM  ng /µl o 
Muestra ADN µl 20 ng 
iliQ (a ada) - 20,5 
(2) 25 mM 0,5 
r(3) ≅20 ng/µl o ≅1,6 0,6µM 3 
20 ng/ 1 
 
(1) BEADS que perten l Amersham Biosciences. 
(2)MgCl : pertenece a . 
(3)Inic primer que pertenece a la casa comercial  ron Techno  
pedido e ónico de zasa.es). 
l grado de degradación del ADN obtenido después de una extracción y 
posible contaminación de ARN se determina mediante electroforesis de una 
alícuota del material extraído y utilizando geles de agarosa. Estos geles de 
calidad sirven también para poder estimar la concentración de ADN extraído, 
utilizando un marcador de pesos moleculares (bp, pares de bases de 
concentración conocida) comercial y se realizan diluciones para disponer de 
diferentes para comparar la intensidad del ADN. El ADN de peso molecular 
ecen a la casa comercia
2  la casa comercial Linus
iador o Ope logies-Quiagen (IZASA
lectr RAPD-kits a operon@i
 
 
3.4. Geles de agarosa. 
 
3.4.1. Geles de calidad para la extracción de ADN. 
 
E
elevado forma una banda cercana al pozo, por el contrario si se forma una 
banda como arrastrada o mancha al final del gel representan interferencias 
debidas al ADN degradado, polisacáridos o RNA (Valadez y Kahl, 2000). Si se 
observa que puede haber RNA, es necesario tratar el ADN con RNAasas. 
 
Tabla 3.4.1.1. Iniciadores utilizados 
Nombre Secuencia Nombre Secuencia 
FA1 5’GGTGCGGGAA-3’ Y20 5'-AGCCGTGGAA-3' 
FA2 5’-GTTTCGCTCC-3’ X11 5'-GGAGCCTCAG-3' 
FA3 5’-GTAGACCCGT-3’ X01 5'-CTGGGCACGA-3' 
FA4 5’-AAGAGCCCGT-3’ W09 5'-GTGACCGAGT-3' 
BD05 W06 ' 5'-GTGCGGAGAG-3' 5'-AGGCCCGATG-3
S13 ' 5'-GTCGTTCCTG-3' W02 5'-ACCCCGCCAA-3
C11 5'-AAAGCTGCGG-3' U19 5'-GTCAGTGCGG-3' 
C20 5'-ACTTCGCCAC-3' U01 5'-ACGGACGTCA-3' 
G06 5'-G 5'-GGCAGGCTGT-3' TGCCTAACC-3' T07 
I04 5'-CCGCCTA R0 5'-TGAGCACGAG-3' GTC-3' 9 
AD19 GC '-C5'-CTTG ACGA-3' R04 5 CCGTAGCAC-3' 
W13 GCG '-A5'-CACA ACA-3' R03 5 CACAGAGGG-3' 
AZ20 5'-CATCAC 5'-GGACGCTTCA-3' CCCT-3' Q14 
AK20 5'-TGATGGCGT Q09 5'-GGCTAA GA-3' C-3'  CC
AH01 5'-TCCGCAACC Q04 5'-AGTGCGCTGA-3' A-3'  
AB03 5'-TGGCGCACA P09 5'-GTGGTC CA-3' C-3' CG
AL09 5'-CAGCGAGTA O13 5'-GTCAG CC-3' G-3' AGT
AS13 5'-CACGGACCGA-3' O15 5'-TGGCG TT-3' TCC
Z04 5'-AGGCTGTGCT-3' O16 5'-TCGGCGGTTC-3' 
 
Se utilizó como patrón el Marcador comercial λ ADN Hind III (Fermentas) 
diluido (Figura 3.4.1.1. y Tabla 3.4.1.2.). El marcador presenta 7 bandas visibles 
(8 en total). El bote tiene una concentración de 0,5 mg de ADN/ml pero para 
cada banda el fabricante indica la cantidad concreta que se tiene . 
 
 
 
1.0%agarose; 0.5µg/lane; 8cm length gel; 1X TAE, 17V/cm 
Figura 3.4.1.1. Lambda ADN/HindIII Marker, 2 (Fermentas) 
 
 
Tabla 3.4.1.2. Diluciones del patrón 
 
 
Medida del 
fragmento en 
bp(1)
Cantidad de 
ADN en ng en 
1 µg de 
marcador 
comercial (2µl) 
Dilución 2: 
Cantidad de ADN 
en ng en 1.25 µg de 
marcador 
comercial (2,5µl) 
Dilución 3: 
Cantidad de ADN 
en ng en 0.5 µg de 
marcador 
comercial (1µl) 
Banda 1 23130 476,9 596.3 238.5 
Banda 2 9416 194,1 242.5 97 
Banda 3 6557 135,2 168.8 67.5 
Banda 4 4361 89,9 112.5 45 
Banda 5 2322 47,9 60 24 
Banda 6 2027 41,8 52.5 21 
nda 7 564 11,6 13.75 5.5 
Banda 8 2
Ba
1 5 2,6 3.8 1.5 
  bp (1) : pares de b s
 
Para la preparación del gel y para llenar la cubetas de electroforesis se utilizó 
tampón TBE 0,5X 1
preparó diluyendo ecesario el stock comercial con agua 
destilada. En la actualidad se utilizan directamente tampones TBE comerciales 
10X, 5X etc. 
 
ase  
 ( 0X tris/borato/EDTA 51 BIO-RAD 1610770). El tampón se 
las veces que fue n
La tinción del gel de ADN se realizó mediante Bromuro de Etidio a razón de 0,5 
µg de polvo por cada ml de mezcla TBE-agarosa (Ethidium bromide solution 10 
ML, 5 ml BIO-RAD 1610433). El bromuro de etidio interacciona con las cadenas 
dobles de ácido nucleico y permite su visualización mediante luz ultravioleta, 
racias a la propiedad fluorescente que posee. 
muro de etidio para los residuos líquidos. Para los sólidos se 
utiliza un contenedor especial e indicado para dicho uso. 
ares de bases. 
 
 
 
 
g
 
Dado que el bromuro de etidio es un colorante cancerígeno por contacto con la 
piel,  se hace imprescindible tomar precauciones especiales en el laboratorio: 
usar guantes y bata, delimitar la zona de trabajo y el material de trabajo y 
gestionar los residuos generados mediante un sistema de filtrado Sekuroka que 
concentra el bro
 
 
A la muestra de la extracción se ADN se la añadió Loading Dye Solution 
(Fermentas 6x Loading Dye Solution 5 ml, Quimigranel). Este producto azul y 
de consistencia densa da más estabilidad a las muestras, resultando más fácil la 
colocación en el gel de agarosa de las muestras amplificadas, además permite 
conocer durante la electroforesis la posición de las muestras, debido a dos 
componentes que contiene que forman dos rayas azules en el gel a diferentes 
distancias de los pozos: (aproximadamente y para un gel de agarosa al 1%): 
 
? Bromofenol: que se desplazará de forma equivalente a 
como lo haría un fragmento de ADN de 300 p
 
? Xilencianol: que hace los mismo pero como una banda de 
4000 pares de bases. 
La indicación 6x indica en qué proporción se ha de utilizar, de modo que la 
cantidad a adicionar ha de ser un sexto del volumen final, por lo tanto a cada 
muestra de 10 µl (suponiendo que este es el volumen que cabe en un pozo) se le 
añadían  2 µl de 6x. 
 
La electroforesis se realizó con la fuente de electroforesis (Biometra P25 230 V 
tandard Power Pack) y cubetas BIO-RAD con peines de 15 dientes (COM 15-
ell 1,5 mm Sub-Cell BIO-RAD 1704446) en cubetas pequeñas (Wide Mini-Sub 
C  
7044 te a 
unos 75-100 V. 
 
Estas cubetas s n celo en las dos bandas 
 en un sitio llano utilizando el indicador de nivel. Se 
 el peine d n iend dac el 
agarosa la 0,8 % de agarosa y TBE se calentó en el microondas para asegurar 
a disolución de la agarosa. La mezcla estaba bien preparada cuando 
 y sin que llegara a hervir. Es mejor calentar la mezcla a 
r la ventana del microondas para que no 
ierva. Es muy importante que la agarosa quede bien disuelta para así 
dejaba enfriar para 
ue tomara consistencia el gel (se puede almacenar en la nevera pero no antes 
S
w
ell GT BIO-RAD 1704468, GT UV-Transparent gel tray 15x10 cm BIO-RAD
16). Como tienen los electrodos a unos 20 cm se suele poner la fuen1
de plástico porta-gel e sellaron co  
abiertas colocándolas
colocó
fabricante, con 75 ml de mezcla caliente de TBE-agarosa-BrEt. La mezcla de 
eseado y se llenaro  sigu o las recomen iones d
una perfect
se volvía transparente
poca potencia varias veces, mirando po
h
conseguir un gel homogéneo y que las bandas se muevan de forma regular. 
Se dejaba enfriar la mezcla hasta los 60 ºC y se añadía el bromuro de etidio a 
razón 8 a 10 µl homogeneizado (sustancia comercial a 10mg/ml). 
Finalmente, se vertía la mezcla en la cubeta porta-gel y se 
q
de que gelifique a temperatura ambiente). Son necesarias unas horas para poder 
utilizarlo. 
  
 
 
Como ya se ha comentado, se llenó la cubeta de electroforesis hasta por debajo 
del máximo con tampón TBE 0,5X. Se cargaron las disoluciones del marcador de 
pesos moleculares indicadas en la tabla 3.4.1.1 en función de la cantidad de 
ADN que se preveía en las muestras. 
Las muestra y los marcadores se prepararon añadiendo 6x Loading Dye 
Solution y agua destilada como se indica en la tabla 3.4.1.3. 
 
 
Tabla 3.4.1.3. Diluciones del marcador y del ADN orientativas, por ejemplo en el 
s de marcador  Muestras ADN estudiado 
caso de utilizar  6X Loading Dye Solution (si fuera 5X, entre paréntesis). 
 
Dilucione
 Dilución 1 Dilución 2 Dilución 3    
6X Loading 
Dye 
Solution 
2 µl 2 µl 2 µl  
6X Loading 
Dye Solution 
paréntesis) 
1 µl (2) 
(5x, entre 
H2O 
destilada 
3 µl 5.5 µl 7 µl  H2O 
destilada 
8 µl (7) 
λ ADN  
Hind III 
5 µl 2.5 µl 1 µl  Muestra de 
ADN 
1 µl (1) 
 
Una vez sumergido el gel de agarosa dentro de la cubeta de electroforesis llena de 
tampón TBE  0,5X, se cargaron con pipetas automáticas los pozos en inmersión 
isualizándose gracias a una cartulina de color negra que esta colocado debajo 
dan de 5 a máximo 10-17 V por cada centímetro 
de separación. En las cubetas pequeñas se utilizan unos 110 Volts.  Se ponía en 
marcha la fuente de electroforesis con la cubeta tapada y de forma los pozos 
v
de la cubeta. Es muy importante no perforar el gel al cargar. 
 
Una vez se comprobó que la cubeta estaba horizontal mediante un indicador de 
nivel, se reguló el voltaje en función de la distancia entre electrodos de la cubeta 
utilizada. Los autores recomien
estuvieran cerca del electrodo negativo. A los pocos minutos se formaban 
burbujas en el polo negativo y el azul se desplazaba  hacia el polo positivo. Se 
hacía correr el gel aproximadamente 2 horas. Este tiempo varía en función de 
 se movía la solución Loading Dye. En los geles de calidad 
onviene que esta solución avance cuanto más mejor (puede hasta caer el 
omofenol del gel), ya que el ADN extraído es de alto peso molecular, de 20000 
l cable rojo del alimentar corresponde al polo positivo, hacia donde migrará el 
tración de 
DN. Variando la obertura del objetivo y el tiempo de exposición se consiguió 
podía 
apturar la imagen y se realizaba el posterior análisis con instrumental 
idad de las bandas 
e las muestras con las bandas de referencia de las diluciones del marcador 
muchos parámetros. Además de consultar las indicaciones del fabricante, se iba 
observando cómo
c
br
pb o más. 
 
E
ADN debido a que tiene carga negativa por los grupos fosfatos negativos del 
enlace fosfo-di-éster). 
 
Para visualizar el gel LAMB se disponían de dos sistemas para capturar las 
imágenes; utilizando un transiluminador de UV y siguiendo las precauciones 
necesarias en el uso de luz UV, que puede dañar el ADN si la exposición es 
muy prolongada, se realizó una fotografía de cada uno de los geles, mediante 
una cámara Polaroid, para poder estimar posteriormente la concen
A
mejorar el contraste de las bandas de ADN. En segundo lugar  se 
c
específico: Gel Dic, y el programa de análisis Volum Band Analiza (Bio-Rad) 
para geles de calidad 
 
Para valorar la concentración de ADN se compara la intens
d
utilizado. Si se ha puesto 1  µl de cada muestra de ADN, se puede expresar la 
concentración directamente en ng/µl. Si no es así será necesario dividir por el 
volumen de muestra cargada. 
 
Cuando se ha calculado la concentración de cada muestra, es conveniente 
adicionar a las muestras originales de ADN que lo requieran el volumen 
necesario de TE 1X para igualar las concentraciones de todas ellas a 20 ng/µl. 
Un ADN extraído, cuantificado y disuelto a 20 ng/µl se conserva a -20 ºC 
definidamente. 
.4.2 Preparación del gel de agarosa para la visualización de los fragmentos 
de P
 
Los fragmentos de ADN amplificados en la PCR se separan según su número 
de pares de bases mediante electroforesis en geles de agarosa. 
 
El gel de agarosa se realiza igual que en la cuantificación de ADN (ver apartado 
anteri ) ro n na n tr ón el 4 l  a o p  un 
volumen de 100 ml s aña en  1  a g d  
fragmentos son pequeños y es necesari fr rl m  g ndes 
fragmentos cromosómicos que se obtienen en la extracción de ADN. 
 
Los e
e las cubetas disponibles, se escogen aquellas que permitan poner juntas todas 
ic dor, extremos del gel 
s ma  nece rio q e las bandas se separen bien para ser 
Se utilizaron los mismos materiales e instrumentación que para realizar los 
geles de calidad de agarosa para extracciones de ADN (ver apartado anterior) a 
excepción de: el 6X Loading Dye Solution Fermentas se añadió directamente a 
cada Eppendorf de PCR. Paralelamente, en un tubo de PCR de 0,2 ml se prepara 
la dilución del marcador comercial específico para fragmentos PCR, como el 
in
 
  
3
la CR. 
or pe  e  u  co cen aci  d 1, % a  2% de gar sa ( ara
e d  de ,4 2 e agarosa). La idea es que los
o ena os ás que los ra
 r sultados son mejores cuanto menor es la concentración de agarosa. 
 
D
las muestras de un mismo primer o in ia colocando en los 
lo rcadores. Además es sa u
evaluadas (estas serán de medidas entre 100 bp y 3000 bp).  
 
Gene RulerTM 100 bp ADN Ladder Plus de Fermentas que abarca el rango de 
marcado  patrón 
se
En todos los casos el voltaje en la electroforesis fue de 115 Voltios y la 
guió el siguiente patrón: 
 
ine de 15 dientes con una capacidad de 10 a 15 . En el 
s se llenaron los pozos con 10 µl y en el caso de las 
ras y el control 
 
• Disposición de las muestras: 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 
bandas que esperábamos. No es necesario preparar el mismo volumen de 
r que el que tienen las muestras, de modo que se preparó al
gún la tabla 3.4.2.1.  
 
disposición de las muestras en el gel de electroforesis si
• Se utilizó un pe  µl
caso de los patrone
muest con 15 µl. 
 
P C LX AX SX LY AY SY LZ AZ SZ LW AW SW P 
/ C 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 / 
 
 La primera fila hace referencia al número de pozos del peine. 
 La segunda fila hace referencia al tipo de material en cada Eppendorf. 
 La última fila hace referencia a la numeración de los Eppendorf. 
 
 L = Recurrente Montcau L-67.  x =  iniciador 1. 
 A = Donador A-493.   y = iniciador 2. 
 S = Donad
  
 
 
 
or Sanilac.    z = iniciador 3. 
     w = iniciador 4. 
 
 
 Tabla 3.4.2.1. Dilución del marcador de ADN (y muestras de PCR). Se ilustra para el 
Ladder Plus con  Loading 
Dye Solution 6x en µl 
 PCR 
30 µl 
PCR 
20 µl 
caso de un pozo de gel de electroforesis que no admite más de 10µl. 
Dilución del marcador 
Gene RulerTM 100 bpADN 
 
Muestras Muestras 
Agua destilada 7 Muestra (30 o 20 µl)   
Loading Dye 
6x Loading Dye 
Solution 1,5 
Solution en µl 
6 4 
Gene RulerTM 100 bpADN 
Ladder Plus 
1,5    
 
 
 
 
1.7% agarose, 0.5µg/lane, 8cm length gel, 1X TBE, 12V/cm 
Figura 3.4.2.1. Gene Ruler  100bp Ladder Plus (Fermentas) 
la preparación de geles de calidad de 
TM
 
Se siguió el mismo protocolo que para 
agarosa para extracciones de ADN. Con las salvedad de que el gel de agarosa 
era al 1,4 % de agarosa. 
 
3.5. Estimación del tamaño, denominación y análisis de las bandas de ADN. 
 
A partir de la fotografía o la captura de la imagen realizada a un gel de 
electroforesis de agarosa se procede a la estimación del tamaño y la 
denominación de las bandas obtenidas. 
 
Se utilizó el Gel Doc 2000 BIO-RAD con el programa Band Analysis para los 
iniciadores  FA1, FA2, FA3 y FA4; y la alternativa fotográfica con el resto de 
iniciadores. 
Tanto el cálculo manual como el instrumental, se basa en calcular el tamaño de 
cada banda trazando una recta paralela a las bandas y aproximadamente a la 
altura de los pozos que servirá de referencia de la distancia de las bandas a un 
origen común. (Figura 3
 
A continuación se calcula para cada una de las fotografías una recta de 
regresión del marcador o recta patrón de medidas a partir de las bandas 
generadas por el patrón. En el eje de abcisas se representa el ln del número de 
pares de bases (bp) de las bandas del marcador y en el eje de ordenadas la 
istancia en mm a la recta de referencia trazada anteriormente. A partir de la 
 
referencia. 
 
Se denominaron las bandas RAPD con el nombre del primer y a continuación el 
número de pares de bases que anteriormente se ha calculado(ejemplo: OPR09-
220, que corresponde a una banda de 220 pares de bases obtenida a partir de 
una primer de la casa comercial Operon llamado R-09). 
 
 
 
.5.1.). 
d
recta de regresión se deduce el numero de bases de las bandas generadas por 
las muestras, substituyendo a la recta patrón la distancia en mm a la recta de
 
 NUMERO DE PARES DE BASES (pb)   DISTANCIAS 
  X1   X2   X3
     
     
3000 
2750 
  
2500 
2250 
  
2000 
1750 
  
1500 
1250 
  
1000   
750   
500   
250   
     
     
 
Figura 3.5.1. Marcador ADN Molecular Weight Marker XVI y sistema de cálculo 
de la recta patrón para  la estimación de la medida en bp de les bandas problema. 
 
Instrumentalmente se utiliza el programa Band Analysis del Gel Doc: 
i. Capturar la imagen con el programa Band Analysis. 
 
Y1
 
 
 
 
 
 
 
 
Y2 
 
 
Y3 
 
 
ii. Seguir los pasos del programa para identificar los carriles 
marcadores. 
 
iii. Pedir los resultados de forma que las bandas de medida 
prefijada aparezcan seguidas del símbolo “=”. Con el resto de 
bandas el programa hará una estimación del tamaño. Este 
programa se basa en el mismo principio que el empleado para 
calcular el tamaño de las bandas sobre un soporte de papel, por 
ese motivo el programa necesita como referencia el marcador del 
que conocemos las medidas de las bandas generadas. 
 
iv. Si el material a estudiar da una banda fuera del rango de los 
patrones no existe una apreciación precisa del tamaño de esta y 
el programa lo indica. Pero a efectos de cálculo de 
Para cada material vegetal las bandas se identificaron como presentes o 
 
laramente es amplificada en otros materiales, suele significar ausencia de 
 durante la electroforesis. 
as bandas que en todos los materiales son muy débiles es mejor no evaluarlas. 
l control no ha de dar ninguna banda. Si en el control aparecen bandas se ha 
e repetir la PCR, ya que esto indica que se pueden haber contaminado las 
uestras con ADN y por lo tanto los resultados son cuestionables. Ahora bien, 
polimorfismos son consideradas igualmente visibles, por el 
hecho de ser bandas perfectamente visibles. 
 
absentes con los valores 1 y 0 respectivamente. 
 
La metodología RAPD’s presenta como gran problema la interpretación de los 
resultados obtenidos. De este modo, una sombra muy débil de una banda que
c
banda y la banda puede aparecer por simple difusión durante la carga de las 
muestras en el gel o durante la electroforesis desde carriles próximos, fenómeno 
común cuando el gel no está en posición horizontal
L
Las bandas que quedan poco separadas entre si o bien que se encuentran en 
zonas marginales del gel es mejor no evaluarlas, ya que los errores serían más 
graves que el hecho de anularlas. Hay que considerar que cada banda RAPD es 
como un carácter; es suficiente contar con unas 100 bandas y eliminar las 
dudosas. 
 
E
d
m
a efectos prácticos, si en el control aparecen sólo alguna banda que coincida con 
s muestras se puede anular toda la banda. Cuando en el control aparecen  
andas que no coinciden con las muestras, indica que el material de laboratorio 
o estaba libre de ADN o que durante la preparación de las muestras ha llegado 
ontaminación de algún ADN foráneo. Considerando que en las muestras hay 
DN que le hace competencia, en este caso, se puede obviar la banda del agente 
ontaminador. No obstante, si se quiere ser riguroso, cuando el control sale 
ontaminado se ha de repetir la PCR desde el principio. 
e elaboró para las bandas RAPD’s de todas las muestras una matriz de 
sultados 0/1 donde se evaluó las bandas como ausente (0) o presente (1) para 
ada uno de los materiales estudiados. 
 
e procesó la matriz obtenida mediante el paquete estadística SAS o 
equivalente, donde r al coeficiente de 
isimilaridad de Jaccard y a partir de éstas se pudo hacer una análisis de 
grupación por el proceso CLUSTER. 
as distancias genéticas se calcularon mediante el coeficiente de similitud de 
ccard (Jaccard, 1908), debido a que es un método muy utilizado para 
arcadores moleculares RAPD’s (Duarte et al, 1999). 
l análisis de los datos se llevó finalmente a término realizando un 
endrograma o árbol filogenético mediante el método UPGMA. Se basa en la 
atriz de distancias donde el cálculo es agrupación secuencial, cogiendo como 
riterio que las distancias sean las más pequeñas. Es un método de distancias 
speradas y se asume que la tasa de cambios es constante: la longitud de las 
mas corresponde a las distancias esperadas. 
la
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4. S
4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN. 
 
4.1 Análisis global PCR-RAPDs 
 
De los 36 primers utilizados, 25 resultaron polimórficos en los materiales Ganxet 
Montcau, A-493 (cultivar andino) y Sanilac (cultivar mesoamericano) 
analizados conjuntamente (tabla 4.1.1.).  
 
Tabla 4.1.1. Resultados globales considerando los tres parentales evaluados. 
Primer nº bandas nº bandas Bandas polimórficas 
S13 5 1 OPS13-1001 
C20 2 0 - 
G06 4 1 OPG06-1343 
I04 2 1 OPI04-1248 
AD19 5 1 OPAD19-948 
W13 3 1 OPW13-2247 
AZ20 3 0 - 
AK20 5 2 OPAK20-1967 / 1082 
AH01 3 0 - 
B03 4 1 OPAB03-836 
AL09 3 1 OPAL09-1697 
AS13 5 2 OPAS13-998 / 587 
Z04 4 2 OPZ04-1401 / 1015 
Y20 2 1 OPY20-1314 
X11 5 2 OPX11-1401 / 1015 
X01 3 1 OPX01-1232 
W09 3 0 - 
W06 5 1 OPW06-775 
W02 8 2 OPW02-2181 / 1021 
U19 5 3 OPU19-2036 / 512 / 446 
U11 2 0 - 
TO7 3 0 - 
R09 3 2 OPR09-1917 / 751 
R04 2 0 - 
R03 6 5 OPR03-1575 / 1290 / 909 / 609 / 408 
Q14 2 1 OPQ14-1575 
Q09 3 1 OPQ09-909 
QO4 4 1 OPQ04-1227 
P09 4 0 - 
O13 9 3 OP013-2155 / 2031 / 1804 
O15 4 1 OP015-741 
O16 5 0 - 
1 4 0 - 
2 5 1 FA2-2741 
3 4 1 FA3-1200 
4 3 0 - 
Total 142 39  
 
La proporción, pues, de primers polimórficos resulta sólo del 69%, valor bajo si 
 la bibliografía tal como resume Sánchez se compara con (2003), siendo 
habituales valores superiores al 80%.  Igualmente, sólo 39 bandas del total de 
142 analizadas resultaron polimórficas. Ello representa sólo el 27% de bandas 
polimórficas, valor extraordinariamente bajo considerando que en se 
incluy  tres materiales pero de acervo istinto. La explicación 
odría encontrarse en una desafortunada selección de los iniciadores. De hecho, 
los iniciadores FA1, FA2, FA3 y FA4 fueron descritos en su momento para 
bacterias y otros se encontraban disponibles en el laboratorio ya que 
roporcionan marcadores asociados a genes de resistencia (por ejemplo AZ20, 
C20, etc.) y por lo tanto no resulta difícil explicar su bajo polimorfismo. 
 
Mediante las bandas polimórficas, se calcularon las distancias genéticas entre 
los parentales (tabla 4.1.2.) y se obtuvo la representación gráfica (figura 4.1.1.) 
donde se observa que las distancias genéticas son entre los dos materiales muy 
similares, pero resulta algo menor (0,16418) la distancia entre Sanilac y A-493, 
por lo que gráficamente (figura 4.1.1.) no se aprecia la agrupación de acuerdo a 
los orígenes de los materiales. Dicho de otro modo, los marcadores RAPDs 
encontrados no son capaces de agrupar los tres materiales de acuerdo con el 
grupo de domesticación (gene pool) al que pertenecen. 
  
 
 
 
 
 
 el trabajo 
en sólo  genético d
p
p
 
 
 
 
 
Tabla 4.1.2. Distancias genéticas basadas en el análisis PCT-RAPDs. M indica 
el grupo génico mesoamericano y A, andino. 
 
 
 
 
 
 Montcau (M) Sanilac (M) A-492 (A) 
Montcau 0 0.21014      0.19424     
Sanilac 0.21014     0 0.16418      
A-493 0.19424     0.16418     0 
 
 
Figura 4.1.1 Dendrograma basado en el análisis PCR-RAPD. 
 
 
 
 
 
4.2. Marcadores de fondo genético para Sanilac. 
 
Se obtuvieron un total de 28 marcadores de fondo genético, aunque no todos 
útiles para uti r en oceso d etrocruz iento (ta 4.2. ).  
 
Tabla 4.2.1. Marcadores RAPDs obtenidos. En relieve, los marcadores útiles. 
Muestra L67 Sanilac 
liza  el pr e r am bla 1.
OPS13-1001 1 0 
OPI04-1248 1 0 
OPAD19-948 0 1 
OPAK -19   20 67 1 0
OPAL09-1697 0 1 
OPAS13-998 0 1 
OPAS 3-51 87 0 1 
OPZ04-1401 0 1 
4-1015 1 0 OPZ0
OPX11-1015 
OPX01-1232 1 0 
1 0 
OPW06-775 0 1 
OPW02-2181 1 0 
OPU19-2036 1 0 
OPR09-1917 1 0 
OPR03-1575 0 1 
OPR03-1290 0 1 
OPR03-909 0 1 
OPR03-609 0 1 
OPR03-408 0 1 
OPQ14-1575 1 0 
OPQ09-909 1 0 
OPQ04-1227 0 1 
OP013-2155 1 0 
OP013-2031 1 0 
OP013-1804 1 0 
OP015-741 1 0 
FA3-1200 1 0 
 
De estos, sólo aquellos en que Sanilac presenta banda (1) y Montcau no (0), 
 puede verse en la figura 4.2.1., al hacer 
retrocruzamiento los segregantes de cada generación tienen el 50 % de fondo 
genético de Montcau, por los que tendrían el marcador si estuviera presente en 
 
resultan útiles, ya que como
Montcau, debido al carácter dominante de las RAPDs.  
 
                                      Caso de un marcador útil 
 Sanilac  Montcau   
 11 x 00   
  L  Montcau  
F1 D 10 x 00  
   L   
BC1 D 50%  10              y              50%  00  
  Con banda  Sin banda  
 
 
                                   Caso de un marcador no útil 
 Sanilac  Montcau   
 00 x 11   
  L  Montcau  
F1 D 10 x 11  
   L   
BC1 D         11                  y                   10  
  100 % Con banda  
 
 
Figura 4.2.1. Ilustración del motivo por el que sólo los marcadores presentes 
n el donante Sanilac sirven para hacer selección en los segregantes en contra 
el total de 39 bandas polimórficas analizadas 
1%). Puede considerarse un porcentaje muy alto, considerando que ambos 
res moleculares AFLPs, que parecen indicar que la judía Ganxet 
ertenecería a la raza Durango, frente a la raza Mesoamérica a la pertenece 
e
de esta banda. 
 
En concreto, fueron 12 bandas d
(3
materiales comparten un acervo genético mesoamericano (Sánchez et al., 2007). 
Ello probablemente concuerda con los últimos resultados obtenidos mediante 
marcado
p
Sanilac, de la clase comercial Navy (Sánchez, 2003). 
 
Si consideramos que la judía tiene un total de 2n=22 cromosomas (Freyre etal., 
1998), la selección contra el fondo genético de Sanilac mediante sólo 12 bandas 
es muy ajustado y por tanto, insuficiente. A efectos prácticos, sería ideal contar 
al menos con el doble de marcadores del número haploide, por ejemplo, 
pensando en arrastrar los cromosomas de Montcau (los dos brazos de cada 
cromosoma) si consideramos que los RAPDs, a priori, se distribuyen 
aleatoriamente a lo largo del genoma.   
 
Para estos materiales ha resultado ser el iniciador R03 el más polimórfico, 
portando para estos materiales un total de 5 marcadores útiles. Le sigue el 
i  
en futuros trabajos, sería ideal para ahorrar trabajo durante la aplicación 
práctica de los marcadores para seleccion  contra  fondo genético de Sanilac 
en el proceso de retrocruzamiento. Es más efectivo obtener ya varios 
marcadores de una sola PCR que tener que realizar múltiples PCRs de las que 
sólo se obtiene un marc urre con los iniciadores AD19, AL19, Z04, 
W06 o Q04. 
 
 
4.3. Marcadores de fondo genético para A-493. 
 
Se obtuvieron un total de 27 marcadores de fondo genético, aunque, del mismo 
modo que con el dona , no
retrocruzamiento (tabla 4
 
De estos, sólo aquellos 93 p enta b da (1) y Montcau no (0), 
resultan útiles del mismo modo que en el caso del donante Sanilac (figura 
4.3.1.).  
 
n concreto, fueron 13 bandas del total de 39 bandas polimórficas analizadas 
 efectos prácticos, como se ha comentado en el apartado anterior, 
a
niciador AS13, con 2 marcadores útiles. Encontrar otros iniciadores como estos,
ar  el
ador, como oc
nte Sanilac  todos son útiles en el proceso de 
.3.1.).   
en que A-4 res an
E
(33%). Puede considerarse un porcentaje alto, explicable por el hecho de que 
Montcau es de acervo genético mesoamericano frente a A-493, de acervo 
genético andino (Sánchez, 2003). Pero si se compara con el número de 
marcadores encontrados para el donante Sanilac (tabla 4.2.1.) el valor resulta 
bajo. Quizás se ha sido muy prudente considerando las bandas RAPDs más 
consistentes. A
estas bandas resultan un tanto insuficientes o muy ajustadas para intentar 
rrastrar, a priori, el fondo genético de Montcau frente a A-493 teniendo en 
uenta, de nuevo, que el número haploide de la judía es n=11 (once 
romosomas). 
Tabla 4.3.1. Marcadores RAPDs obtenidos. En relieve los marcadores útiles. 
Muestra L67 A-493 
a
c
c
 
OPS13-1001 1 0 
OPG06-1343 0 1 
OPAD19-948 0 1 
OPW13-2247 1 0 
OPAK20-1082 1 0 
OPAB03-836 0 1 
OPAL09-1697 0 1 
OPAS13-587 0 1 
OPZ04-1401 0 1 
OPZ04-1015 1 0 
OPY20-1314 1 0 
O
OP
PX11-1401 1 0 
W02-2181 1 0 
OPW02-1021 0 1 
OPU19-512 1 0 
OPU19-446 0 1 
OPR09-1917 1 0 
OPR09-751 1 0 
OPR03-1575 0 1 
OPR03-1290 0 1 
OPR03-909 0 1 
OPR03-609 0 1 
OPR03-408 0 1 
OP013-2155 1 0 
OP013-2031 1 0 
OP013-1804 1 0 
FA2-2741 1 0 
 
n futuros trabajos se puede seguir  buscando más marcadores, si bien a efectos 
rácticos, y dado que deben analizarse todos los segregantes para efectuar la 
elección, no conviene tener que utilizar muchos primers distintos, sino 
ncontrar aquellos que sean muy polimórficos. En este trabajo y para estos 
ateriales sólo ha destacado el iniciador R03, aportando cinco bandas 
olimórficas.  
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5. CONCLUSIONES. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
5. CONCLUSIONES 
on el total de 39 bandas polimórficas RAPDs  no se consigue agrupar los tres 
ateriales de acuerdo al grupo de domesticación (gene pool) al que pertenecen, 
s decir, no se aprecia la agrupación de acuerdo a los orígenes de los materiales. 
uede deberse al hecho de que tanto A-493 como Sanilac son líneas mejoradas 
enéticamente que comparten genes de resistencia (por ejemplo gen I) y por 
nto presentan probablemente fondo genético mixto de ambos orígenes. 
e han obtenido 12 marcadores moleculares RAPDs para el fondo genético de 
anilac útiles para seleccionar segregantes en el proceso de retrocruzamiento 
ara la introducción de los genes Co-2 e I derivados de 7 iniciadores. 
e has obtenido 13 marcadores moleculares RAPDs para el fondo genético de 
A-493 útiles para seleccion ceso de retrocruzamiento 
ara la introducción del gen Co-9 derivados de 9 iniciadores. 
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ANEJO 1. Cálc lo y determ nación de tamaño de las bandasu i l  . 
PCR     
11/5/06 
   
        
Prim I-04    
       
ers. S-13 C-20 G-06 
 
bp  dis )t(mm  ln bp  
  
    
     
     
    
    
    
     
     
     
     
     
     
    
37    
9   
       
Y=-0,0147x + 9,4813 R2= 0,9857    
3000 110 8,00636757
2000 125 7,60090246
1500 140 7,31322039
1200 160 7,09007684
1031 170 6,93828448
900 180 6,80239476
800 190 6,68461173
700 200 6,55108034
600 210 6,39692966
500 225 6,2146081
400 
300 
240 
260 
5,99146455
,703782475  
 200 
100 
290 5,298317
315 4,6051701
 
   
 
Formula: 
 
   Muestras
 
  
Marcador Di m)st (m  Ln bp bp L A S 
S 3  8 
 2 
  
  
  
 8 
  
G 6  6 
  
  
   
I-04   
   
-1 125 7,6438 208 1 1 1 
 135 7,4968 180 1 1 1 
 145 7,3498 1556 1 1 1 
 175 6,9088 1001 1 0 0 
 180 6,8353 930 1 1 1 
C-20 160 7,1293 124 1 1 1 
 185 6,7618 864 1 1 1 
-0 145 7,3498 155 1 1 1 
 150 7,2763 1446 1 1 1 
 155 7,2028 1343 0 1 0 
200 6,5413 693 1 1 1 
120 7,7173 2247 1 1 1 
160 7,1293 1248 1 1 0 
 
 
 
 
 
  
PCR 
16/5/06 
       
        
Primers: AD-19 W-13 AZ-20 AK-20    
   
bp  dist(mm) ln bp 
3000 105 8,00636757
2000 125 7,60090246
1500 140 7,31322039
1200 155 7,09007684
1031 170 6,93828448
900 180 6,80239476
800 190 6,68461173
700 200 6,55108034
600 220 6,39692966
500 235 6,2146081 
400 250 5,99146455
300 270 5,70378247
200 3
3
     
 
00 5,29831737
100 25 4,60517019
 
   
Formula: Y=-0,01328x + 9,2444 R2= 0,9782    
 
 
    Muestras 
Marcador Dist (mm) Ln bp bp L A S 
AD-19 145 7 1    
7 1    
6 1    
   
6    
W 3 7 2    
7 1    
6 1    
AZ 0 6 8    
6 7    
6    
AK 0 7 1    
7 1    
7 1    
6 1    
175 6,9204 1013 1 1 1 
,3188 508 1 1 1
 150 ,2524 411 1 1 1
 175 ,9204 013 1 1 1
 180 6,854 948 0 1 1
 210 ,4556 636 1 1 1
-1 115 ,7172 247 1 0 0
 140 ,3852 612 1 1 1
 170 ,9868 082 1 1 1
-2 190 ,7212 30 1 1 1
 200 ,5884 27 1 1 1
 220 ,3228 557 1 1 1
-2 125 ,5844 967 1 1 0
 140 ,3852 612 1 1 1
 150 ,2524 411 1 1 1
 170 ,9868 082 1 0 1
 
 
 
 
 
  
PCR 
17/5/06 
       
        
Primers. AH-01    AB-03 AL-09 AS-13    
        
bp  dist(mm) ln bp 
3000 110 8,00636757
2000 130 7,60090246
1500 150 7,31322039
1200 165 7,09007684
1031 180 6,93828448
900 190 6,80239476
800 200 6,68461173
700 215 6,55108034
600 230 6,39692966
500 245 6,2146081
400 260 5,99146455
300 285 5,70378247
200 ,,, 5,29831737
100 ,,, 4,60517019
   
 
Formula: Y=-0,0118x + 9,0885 R2= 0,9956    
 
 
    Muestras 
Marcador Dist (mm) Ln bp bp L A S 
A 1 1 1 
1 1 1 
1 1 1 
AB-03 140 1 1 1 
1 1 1 
1 1 1 
0 1 0 
0 1 1 
1 1 1 
1 1 1 
AS-13 150 1 1 1 
1 1 1 
0 0 1 
1 1 1 
230 6,3745 587 0 1 1 
H-01 180 6,9645 1058 
 220 6,4925 660 
 245 6,1975 492 
7,4365 1697 
 150 7,3185 1508 
 190 6,8465 941 
 200 6,7285 836 
AL-09 140 7,4365 1697 
 215 6,5515 700 
 205 6,6695 788 
7,3185 1508 
 160 7,2005 1340 
 185 6,9055 998 
 205 6,6695 788 
 
 
 
 
 
 
  
PCR 
24/5/06 
       
        
Prim Z-04 Y-20 -11 X-01    
  
ers. X
      
bp  dis )t(mm  ln bp 
3000 110 8,00636757
2000 130 7,60090246
1500 145 7,31322039
1200 150 7,09007684
1031 175 6,93828448
900 185 6,80239476
800 195 6,68461173
6700 205 ,55108034
600 225 6,39692966
500 235 
2
6,2146081
400 55 5,99146455
300 
200 ,,, 
2
019
 
Y=-0,0129x + 9,2445 R2= 0,9733    
75 5,70378247
,298317375
100 ,,, 4,60517
   
Formula: 
 
 
    Muestras 
Marcador Dis )t (mm  Ln bp bp L A S 
Z- 4  
 
 
 
Y- 0  
 
 
X-1  ?  
X- ?  
X-11    
 
X- ?  
X-01    
 
0 130 7,5675 1934 1 1 1
 155 7,245 1401 0 1 1
 180 6,9225 1015 1 0 0
 240 6,1485 468 1 1 1
2 140 7,4385 1700 1 1 1
 160 7,1805 1314 1 0 1
X-11 ? 155 7,245 1401 1 0 1
1 160 7,1805 1314 1 1 1
11 165 7,116 1232 1 1 1
180 6,9225 1015 1 1 0
 215 6,471 646 1 1 1
01 165 7,116 1232 1 1 0
195 6,729 836 1 1 1
 220 6,4065 606 1 1 1
 
 
 
 
 
 
 PCR 
30/5/06 
       
        
Primers. W-09 W-06  
      
W-02 U-19    
  
bp  dist(mm) ln bp 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 1
 
 
 
 
3000 105 8,00636757
2000 120 7,60090246
1500 135 7,31322039
1200 155 7,09007684
1031 165 6,93828448
900 175 6,80239476
800 185 6,68461173
700 195 6,55108034
600 210 6,39692966
500 225 6,214608
400 240 5,99146455
300 260 5,70378247
200 ,,, 5,29831737
100 ,,, 4,60517019
  
Formula: Y=-0,0138x + 9,2745 R2= 0,9883    
 
 
    Muestras 
Marcador Dis )t (mm  Ln bp bp L A S 
W-09 145 7,2735 1442 1 1 
6 1 1 
6 1 1 
7,3425 1545 1 1 
7 1 1 1 
6 1 1 
6 0 0 
6 1 1 
W-02 115 7,6875 2181 1 0 
 125 7,5495 1900 1 1 1 
? 145 7,2735 1442 1 1 1 
? 150 7,2045 1345 1 1 1 
? 160 7,0665 1172 1 1 1 
? 170 6,9285 1021 0 1 0 
180 6,7905 889 1 1 1 
235 6,0315 416 1 1 1 
U-19 ? 120 7,6185 2036 1 1 0 
U-19    180 6,7905 889 1 1 1 
6,2385 512 1 0 1 
230 6,1005 446 0 1 0 
240 5,9625 389 1 1 1 
1 
 180 ,7905 889 1 
 210 ,3765 588 1 
W-06 140 1 
 150 ,2045 345 1 
 180 ,7905 889 1 
 190 ,6525 775 1 
 205 ,4455 630 1 
0 
 
 
 220 
 
 
 
 
 PCR 
1/6/06 
      
        
Primers. U-01 T- R R
   
07 -09 -04    
     
bp  dist(mm) ln bp 
3000 1 8
1 7
1 7
1 7
1 6
2 6
2 6
2 6
2 6
2 6,
2 5
3 5
32 5
35 4
 
      
 R 0  
20 ,00636757 
2000 40 ,60090246 
1500 60 ,31322039 
1200 80 ,09007684 
1031 90 ,93828448 
900 05 ,80239476 
800 15 ,68461173 
700 25 ,55108034 
600 40 ,39692966 
500 55 2146081 
400 75 ,99146455 
300 00 ,70378247 
200 5 ,29831737 
100 0 ,60517019 
  
Formula: Y=-0,0125x + 9,3710 2= ,9915   
 
    Muestras 
Marcador Dist (mm) Ln bp bp L A S 
U-01 
 
210 
220 
6,746 
6,621 
851 
  
  
  
  
1   
  
  
  
  
1 1 1 
1 751 1 1
T-07 140 7,621 2041 1 1 1
 155 7,4335 1692 1 1 1
 255 6,1835 485 1 1 1
R  
 
-09 145 7,5585 917 1 0 0
170 7,246 1402 1 1 1
 220 6,621 751 1 0 1
R-04 150 7,496 1801 1 1 1
 205 6,8085 906 1 1 1
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 PCR 
6/6/06 
       
        
Primers. R-03 Q-14 Q-09 Q-04   
     
 
   
bp  dist(mm) ln bp 
3000 150 8
7
7
7
6
6
6
6
6
5
5
5
4
 
 
,00636757
2000 175 ,60090246
1500 200 ,31322039
1200 220 ,09007684
1031 235 ,93828448
900 250 ,80239476
800 260 ,68461173
700 275 ,55108034
600 290 ,39692966
500 310 6,2146081
400 335 ,99146455
300 360 ,70378247
200 ,,, ,29831737
100 ,,, ,60517019
   
Formula: Y=-0,01x + 9,3122 R2= 0,9985   
 
 
    Muestras 
Marcador Dist (mm) Ln bp bp L A S 
R 1 7 1 0 1 1 
2 7,1622 1290 0 1 1 
2 6,8122 909 0 1 1 
2 6,4122 609 0 1 1 
 3 6 4 1 1 1 
R-03   3 6 4 0 1 1 
Q-14 195 7,3622 1575 1 1 0 
2 6 1004 1 1 1 
Q-09 195 7,3622 1575 1 1 1 
2 6 909 1 1 0 
2 6 673 1 1 1 
Q-04 205 7,2622 1425 1 1 1 
2 7,1122 1227 0 0 1 
2 6 744 1 1 1 
2 6 708 1 1 1 
-03 ? 95 ,3622 575 
? 15 
? 50 
? 90 
R-03  10 ,2122 99 
30 ,0122 08 
 40 ,9122 
 50 ,8122 
 80 ,5122 
 20 
 70 ,6122 
 75 ,5622 
 
 
 
 
 
 
 PCR      
12/6/06 
        
P
 
rimers. P-09 O-13 O-15 O-16    
       
bp  dist(mm) ln bp 
3000 125 8,00636757 
2000 145 7,60090246 
1500 160 7,31322039 
1200 185 7,09007684 
1031 200 6,93828448 
900 210 6,80239476 
800 225 6,68461173 
700 235 6,55108034 
600 250 6,39692966 
500 265 6,2146081 
400 285 5,99146455 
300 305 5,70378247 
200 335 5,29831737 
100 360 4,60517019 
 
   
Formula: Y=-0,01186x + 9,3360 ,9903    R2= 0
 
 
    Muestras 
Marcador Dist (mm) Ln bp bp L A S 
P-09 180 7,2012 1341 1 1 1 
 210 6,8454 940 1 1 1 
 225 6,6675 786 1 1 1 
 250 6,371 585 1 1 1 
O-13 140 7,6756 2155 1 0 0 
 145 7,6163 2031 1 0 0 
 155 7,4977 1804 1 0 0 
 170 7,3198 1510 1 1 1 
 185 7,1419 1264 1 1 1 
 190 7,0826 1191 1 1 1 
 195 7,0233 1122 1 1 1 
 205 6,9047 997 1 1 1 
 230 6,6082 741 1 1 1 
O-15 165 7,3791 1602 1 1 1 
 185 7,1419 1264 1 1 1 
 210 6,8454 940 1 1 1 
 230 6,6082 741 1 1 0 
O-16 175 7,2605 1423 1 1 1 
 185 7,1419 1264 1 1 1 
 190 7,0826 1191 1 1 1 
 195 7,0233 1122 1 1 1 
 205 6,9047 997 1 1 1 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ANEJ
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
O 2. 
ANE DE ADJO 2.  MATRIZ  RESULT OS. 
Muestra L  A-  Sanilac M  A Sanilac 67 493 uestra L67 -493 
OPS13-2088 1 1 1 O PX11-1314 1 1 1 
OPS13-1082 1 1 O1  PX11-1232 1 1 1 
OPS13-1556 1 1 O1  PX11-1015 1 1 0 
OPS13-1001 0 O1 0  PX11-646 1 1 1 
OPS13-930 1 1 1 O 2  PX01-123 1 1 0 
OPC20-1248 1 1 1 O  PX01-836 1 1 1 
OPC20-864 1 1 1 OPX01-606 1 1 1  
OPG06-1556 1 1 1 OPW09-1442 1 1 1 
OPG06-1446 1 1 1 OPW09-889 1 1 1 
OPG06-1343 0 1 0 OPW09-588 1 1 1 
OPG06-693 1 1 1 OPW06-1545 1 1 1 
OPI04-2247 1 1 1 OPW06-1345 1 1 1 
OPI04-1248 1 1 0 OPW06-889 1 1 1 
OPAD19-1508 1 1 1 OPW06-775 0 0 1 
OPAD19-1411 1 1 1 OPW06-630 1 1 1 
OPAD19-1013 1 1 1 OPW02-2181 1 0 0 
OPAD19-948 0 1 1 OPW02-1900 1 1 1 
OPAD19-636 1 1 1 OPW02-1442 1 1 1 
OPW13-2247 1 0 0 OPW02-1345 1 1 1 
OPW13-1612 1 1 1 OPW02-1172 1 1 1 
OPW13-1082 1 1 1 OPW02-1021 0 1 0 
OPAZ20-830 1 1 1 OPW02-889 1 1 1 
OPAZ20-727 1 1 1 OPW02-416 1 1 1 
OPAZ20-557 1 1 1 OPU19-2036 1 1 0 
OPAK20-1967 1 1 0 OPU19-889 1 1 1 
OPAK20-1612 1 1 1 OPU19-512 1 0 1 
OPAK20-1411 1 1 1 OPU19-446 0 1 0 
OPAK20-1082 1 0 1 OPU19-389 1 1 1 
OPAK20-1013 1 1 1 OPU01-851 1 1 1 
OPAH01-1058 1 1 1 OPU01-751 1 1 1 
OPAH01-660 1 1 1 OPT07-2041 1 1 1 
OPAH01-492 1 1 1 OPT07-1692 1 1 1 
OPAB03-1697 1 1 1 OPT07-485 1 1 1 
OPAB03-1508 1 1 1 OPR09-1917 1 0 0 
OPAB03-941 1 1 1 OPR09-1402 1 1 1 
OPAB03-836 0 1 0 OPR09-751 1 0 1 
OPAL09-1697 0 1 1 OPR04-1801 1 1 1 
OPAL09-700 1 1 1 OPR04-906 1 1 1 
OPAL09-788 1 1 1 OPR03-1575 0 1 1 
OPAS13-1508 1 1 1 OPR03-1290 0 1 1 
OPAS13-1340 1 1 1 OPR03-909 0 1 1 
OPAS13-998 0 0 1 OPR03-609 0 1 1 
OPAS13-788 1 1 1 OPR03-499 1 1 1 
OPAS13-587 0 1 1 OPR03-408 0 1 1 
OPZ04-1934 1 1 1 OPQ14-1575 1 1 0 
OPZ04-1401 0 1 1 OPQ14-1004 1 1 1 
OPZ04-1015 1 0 0 OPQ09-1575 1 1 1 
OPZ04-468 1 1 1 OPQ09-909 1 1 0 
OPY20-1700 1 1 1 OPQ09-673 1 1 1 
OPY20-1314 1 0 1 OPQ04-1425 1 1 1 
OPX11-1401 1 0 1 OPQ04-1227 0 0 1 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Muestra L67 A-493 Sanilac Muestra L67 A-493 Sanilac
OPQ04-744 1 1 1 OP016-1264 1 1 1 
OPQ04-708 1 1 1 OP016-1191 1 1 1 
OPP09-1341 1 1 1 OP016-1121 1 1 1 
OPP09-940 1 1 1 OP016-997 1 1 1 
OPP09-786 1 1 1 FA1-2092 1 1 1 
OPP09-585 1 1 1 FA1-1170 1 1 1 
OP013-2155 1 0 0 FA1-976 1 1 1 
OP013-2031 1 0 0 FA1-731 1 1 1 
OP013-1804 1 0 0 FA2-2741 1 0 1 
OP013-1510 1 1 1 FA2-1611 1 1 1 
OP013-1264 1 1 1 FA2-1140 1 1 1 
OP013-1191 1 1 1 FA2-879 1 1 1 
OP013-1122 1 1 1 FA2-526 1 1 1 
OP013-997 1 1 1 FA3-1795 1 1 1 
OP013-741 1 1 1 FA3-1200 1 1 0 
OP015-1602 1 1 1 FA3-950 1 1 1 
OP015-1264 1 1 1 FA3-673 1 1 1 
OP015-940 1 1 1 FA4-1220 1 1 1 
OP015-741 1 1 0 FA4-1057 1 1 1 
OP016-1423 1 1 1 FA4-800 1 1 1 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ANEJO 3. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 ANEJO 3. IMÁGENES DE LOS GELES DE ELECTROFORESIS. 
 
 
Gel de electroforesis con los iniciadores FA1, FA2, FA3 y FA4. 
 
Gel de electroforesis de los iniciadores, BD-05, S-13, C-20 y C-11. 
 
Gel de electroforesisi de los iniciadores S-13, C-20, G-06. I-04. 
 
Gel de electroforesis de los iniciadores AD-19, W-13, AZ-20, AK-20. 
 
Gel de electroforesis de los iniciadores AH-01, AB-03, AL-09 y AS-13. 
 
Gel de electroforesis de los iniciadores Z-04, Y-20, X-11, X-01. 
 
Gel de electroforesis de los iniciadores W-09, W-06, W-02, U-19. 
 
Gel de electroforesis de los iniciadores U-01, T-07, R-09, R-04. 
 
Gel de electroforesis de los iniciadores R-03, Q-14,, Q-09, Q-04. 
 
Gel de electroforesis de los iniciadores P-09, O-13, O-15, O-16. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
